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(75) Erlindcr/Anmclder (fiuf far US): ICNDICRMANN, 
Haincr [Dli/Dlil; in den Birkcn 152a, 42n3 Wup- 
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AntibakferieHc Amid-Makrozyklen III 

Die Erfindung betrifft antibakterielle Amid-Makrozyklen und Verfahren zu ihrer Herstellung, ihre 
Verwendung ziir Behandlung und/oder Prophylaxe von Krankheiten sowie ihre Verwendung zur 
Herstellung von Arzneimittein zur Behandlung und/oder Prophylaxe von ICranlcheiten, insbeson- 
5 dere von bakteriellen Infektionen, 

In WO 03/106480 und WO 04/012816 werden mitibakteriell wirkende Makrozyklen vom 
Biphenomycin B Typ mit Amid- bzw. Estersubstituenten beschrieben. 

In US 3,452J36, Dissertation R. U. Meyer, Universitat Stuttgart, Deutschland 1991, Dissertation 
V. Leitenberger, Universitat Stuttgart, Deutschland 1991, Synthesis (1992), (10), 1025-30, J. 
10 Chem. Soc, Perkin Trans, 1 (1992), (1), 123-30, J. Chem. Soc, Chem. Commun. (1991), (10), 
744, Synthesis (1991), (5), 409-13, J. Chem. Soc, Chem. Commun. (1991), (5), 275-7, J. Antibiot, 
(1985), 38(11), 1462-8, J. Antibiot. (1985), 38(11), 1453..61, wird der Natui-stoff Biphenomycin B 
als antibakteriell wirksam beschrieben. Teilschritte der Synthese von Biphenomycin B werden in 
SynJett (2003), 4, 522-526 beschrieben, 

IS Chirality (1995), 7(4), 181-92, J. Antibiot (1991), 44(6), 674^7, J. Am, Chem. Soc (1989), 
111(19), 7323-7, J. Am. Chem. Soc. (1989), 111(19), 7328-33, J, Org. Chem. (1987), 52(24), 
5435-7, Anal. Biochem. (1987), 165(1), 108-13, J. Org. Chem. (1985), 50(8), 1341-2, J. Antibiot 
(1993), 46(3), C-2, J, Antibiot (1993), 46(1), 135-40, Synthesis (1992), (12), 1248-54, Appl. 
Environ. Microbiol. (1992), 58(12), 3879-82, J. Chem. Soc, Chem. Commun. (1992), (13), 951-3 

20 beschreiben einen strukturell verwandten Naturstoff, Biphenomycin A, der am Makro2yklus eine 
weitere Substitution mit einer Hydroxygruppe aufweist. . 

Die Naturstoffe entsprechen hinsichtlich ihrer Eigenschaften nicht den Anforderungen, die an 
antibakterielle Arzneimittel gestellt werden. Auf dem Markt sind zwar strukturell andersartjge 
antibakteriell wirkende Mittel vorhanden, es kann aber regelmallig zu einer Resistenzentwicklung 
25 kommen, Neue Mittel fiir eine gute und wirksamere Therapie sind daher wunsclienswert. 

Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, neue und alternative Verbindungen mit 
gleicher oder verbesserter antibakterieller Wirkung zur Behandlung von bakteriellen Erkrankungen 
bei Menschen und Tieren zur Verfiigung zu stelien. 

Uberraschenderweise wurde gefimden, dass bestimmte Derivate dieser Naturstoffe, worin die 
30 Carboxylgruppe des Naturstoffs gegen eine Amidgruppe ausgetausclit wird, die eine basische 
Gruppe enthait, gegen Biphenomycin resistente 51' aureus Stamme (RN4220Bi^ und T17) 
antibakteriell wirksam sind. 
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Weiterin zeigen die Derivate gegen S. aureus Wildtyp-StSmme und Biphenomycin resistente S. 
aureus Stamme eine verbesseile Spontanresistenz-Frequenz, 

Gegejnstand der Erfindung sind Verbindungen der Formel 
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gleich Wasserstoff, Methyl oder Ethyl ist. 
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10 



die Anknupfstelle an das Stickstoffatom ist. 
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gleich Wasserstoff od&r *-<CH2)rNHR^^ ist, 
worin 

R^^ gleich Wasserstoff oder Methyl ist 
and 

5 f eine Zahl 1, 2 oder 3 ist, 

R^^ gleich Wasserstoff oder Methyl ist, 

d eine Zahl 0,1,2 oder 3 ist 

und 

e eine Zahl 1, 2 oder 3 ist^ 
1 0 R^^ gleich Wasserstoff oder Aminoethyl ist, 

Oder 

R^ und R^*' bilden zusanimen mit dem Stickstoffatonn an das sie gebunden sind einen 
Piperazin-Ring, 

R^^undR^^ unabhangig voneinander MCH2)zi-OH, MCH2)z2-NtlR^^ Hydroxy^ 
15 carbonylj Amiiiocarbonyl;, Hydroxycarbonylmethyl, Aminocarbonyl- 

methyl, *"<:ONHR^^ oder ^-CHjCONHR'^ind, 

worin 

* die AnkniipfstelJe an das Kohlenstoffatoni ist, 
Zl und Z2 unabhangig voneinander eine Zahl 1, 2 oder 3 sind, 
20 R^^ gleich Wasserstoff oder Methyl ist 

und 

R^^ und R^^ unabhangig voneinander eine Gnippe der Formel 
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* die AnkniipfstoJIe an das Stickstoffatom ist, 
R^^ gleich Wasserstoff, Amino oder Hydroxy ist, 
R^^ gleich Wasserstoff, Methyl oder Aminoethyl ist, 
R^^"" gleich Wasserstoff oder Aminoethyl ist, 
oder 

R^'undR^^"* bilden zusammen mit dem Stickstoffetom an das sie 
gebunden sind einen Piperazin-Ring, 

R^^" und R^^' unabhangig voneinander MCH2)zin"OH, *-(CHa)22.- 
NHR^^\ Hydroxycarbonyi, Aminocarbonyl, Hydroxycaibonyl- 
methyl oder Aminocarbonylmethyl sind, 

worin 

* die Ankniipfstelle an das Kohlenstoffatom ist, 

R^^^ gleich Wasserstoff oder Methyl ist 

und 

Zla und Z2a unabh^gig voneinander eine Zahl 1, 2 oder 3 sind, 
R^^' und R'''^ unabh^gig voneinander Wasserstoff oder Methyl sind, 
R^^** gleich Amino oder Hydroxy ist, 
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eine Zahl 0 oder I ist, 
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la, wa, xa und ya unabhangig voneinander eine Zahl 1, 2, 3 oder 4 sind, 
R^"* unabhangig vonoinander Wasserstoff, Methyl oder eine Gruppe der Formel 



* die Ankniipfstelle an das Stickstoffatom ist, 
R^^'" gleich Wasserstoff Oder *H:CH2)fa-NtrR^^" ist, 
worin 

R^^ gleich Wasserstoff oder Methyl ist 
und 

fa eine Zahl 1^ 2 oder 3 ist, 
R^'^ gleich Wasserstoff oder Methyl ist, 
da eine Zahl 0, 1, 2 oder 3 ist 
und 

ea eine Zahl 1 , 2 oder 3 ist, 
gleich Amino oder Hydroxy ist^ 
eine Gruppe der Formel 




sind. 



worin 
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* die Anknupfstelle an das Stickstoffatom ist, 
R*^ gleich Wasserstoff, Amino oder Hydroxy ist, 
R^^ gleich Wasserstoff, Methyl oder Aminoethyl ist, 
R^^^ gleich Wasserstoff oder Aminoethyl ist, 
oder 

R^^ und R^^^ bilden zusammm mil dem Stickstoffatom an das sie gebunden sind 
einen Piperazin-Ring, 

R^*^ und R'^'' unabhSngig voneinander MCH2)2ib-OH, MCH2)z2b-NHR^^^ 
Hydroxycarbony], Aminocarbonyl, Hydroxycarbonylmethyl oder Amino- 
carbonylmethyl sind, 

worin 

* die Anknupfstelle an das Kohlenstoffatom ist, 

R^'^^ gleich Wasserstoff oder Methyl ist 

und 

Zl b und Z2b unabhangig voneinander eine Zahl 1 , 2 oder 3 sind, 
R^^^ und R^"*** unabhangig voneinander Wasserstoff oder Methyl sind, 
R'^^ gleich Amino oder Hydroxy ist, 
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kb eine Zahl 0 oder 1 ist^ 

lb, wb, xb und yb unabhangig voneinander eine ZahJ 1, 2,, 3 oder 4 sind, 
k und t unabhangig voneinander eine Zahl 0 oder 1 sind, 
1, X und y unabhangig voneinander eine ZahJ 1 , 2, 3 oder 4 sind, 
5 r, s und v unabhangig voneinander eine Zahl 1 oder 2 sind, 

n, o, p und q unabhangig voneinander eine Zahl 0, 1 oder 2 sind, 
u eine Zahl 0, 1, 2 oder 3 ist, 

Oder y unabhangig voneinander bei 1, w, x oder y gleich 3 eine Hydroxy 
Gruppe tragen kann^ 

10 R'* gleich Wasserstoff, Halogen, Amino, Hydroxy, Aminocarbonyl, Hydroxycarbonyl, Nitro, 
Trifluormethyl, Trifluormethoxy, (CrC4)-AlkyI, (CrC^)-Alkoxy oder (C rCc)- Alk)'Iamino 
ist, 

gleich Wasserstoff, Halogen, Amino, Hydroxy, Aminocarbonyl, Hydroxycarbonyl, Nitro, 
Trifluormethyl, Trifluormethoxy, (Ci-C4)-Alkyl, (CrC4)-AIkoxy oder (CrC6)-A3kylamino 
1 5 ist, 

gleich Wasserstoffj Methyl oder Ethyl ist, 

und ihre Salze, ihre Solvate und die Solvate ihrer Salze. 

Erfindungsgemafie Verbindungen sind die Verbindungen der Forme! (I) und deren Salze, Solvate 
und Solvate der Salze, die von Formel (I) umfassten Verbindungen der nachfolgend genannten 
20 Formel (la) und deren Salze, Solvate und Solvate der Salze sowie die von Formel (1) und/oder (la) 
umfassten, nachfolgend als Ausfuhrungsbeispiel(e) genannten Verbindungen und deren Salze, 
Solvate und Solvate der Salze, soweit es sich bei den von Formel (I) und/oder (la) umfassten, 
nachfolgend genannten Verbindungen nicht bereits um Salze, Solvate und Solvate der Salze 
handelt 

25 Die erfindungsgemaOen Verbindungen konnen in AbhSngigJceit von ihrer SlTuktur in stereoisomeren 
Foimen (Enantiomere, Di^tereomere) existieren. Die Erfindung umfasst deshalb die Enantiomeren 
oder Diastereomeren und ihre jeweiligen Misohungen. Aus solchen Mischungen von Enantiomeren 
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und/oder Diastereomeren lassen sich die stereoisomer einheitlichen Bestandteile in bekannter Weise 
isolieren. 

Sofern die erfindungsgemalJen Verbindungen in tautomeren Formen vorkommen konnen, umfasst die 
vorliegenden Erfindung sSmtliche tautomere Formen. 

5 A Is Salze sind im Rahmen der vorliegenden Erfindung physio iogisch unbedenkliche Salze der erfin- 
dungsgemaBen Verbindungen bevorzugt. Umfasst sind aber auch Salze, die fur pharmazeutische 
Anwendungen selbst nicht geeignet sind aber beispielsweise fur die Isoliemng oder Reinigung der 
erfmdungsgemaJJen Verbindungen verwendet werden kOnnen* 

Physiologisch unbedenkliche Salze der erfindungsgemaBen Verbindungen umfassen Saure- 
10 additionssalze von Mineralsauren, CarbonsSuren und Sulfonsauren, z.B, Salze der 
Chlorwasserstoffsaure, Bromwasserstoffsaure^ SchwefelsaurCj Phosphorsaure, Methansulfonsaure, 
Ethansulfonsaure, Toluolsulfonsaure, BenzolsulfonsSure, Naphthalindisulfonsaure, Essigsaure, 
TrifluoressigsSure, Propionsaure, Milchsaure, WeinsSure, Apfelsaure, Zitronensaure, Fumarsaure, 
Maleinsaure und Benzoesaure. 

15 Physiologisch unbedenkliche Salze der eifindungsgemafien Verbindungen umfiassen auch Salze 
iiblicher Basen, wie beispielhaft und vorzugsweise Alkalimetallsalze (2.B. Natrium-- und 
Kaliumsalze), Erdalkalisalze (z.B. Calcium- und Magnesiumsalze) und Ammoniumsalze, abgeleitet 
von Aiumoniak oder organischen Aminen mit 1 bis 16 C-Atomen, wie beispielhaft und vorzugsweise 
Ethylamin, Diethylamin, Trietiliylamin, Ethyldiisopropylamin, Monoethanolamin, Diethanoiamin, 

20 Trietiianolamin, Dicyclohexylamin, Dimethylaniinoethanol, Prokain, Dibenzyiamin^ N- 
Methylmorpholin, Arginin, Lysin, Ethylendiamin und A^'-Methylpiperidin, 

Als Solvate werden im Rahmen der Erfindung solche Formen der erfindungsgemafien Verbindungen 
bezeichnet, welche in festem oder fliissigem Zustand durch Koordination mit Losungsmittel- 
molekulen einen Komplex bilden. Hydrate sind eine spraielle Form der Solvate, bei denen die 
25 Koordination mit Wasser erfolgt. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung haben die Substituenten, soweit nicht anders spezifiziert, die 
folgende Bedeutung: 

Alkyl per se und "Alk" und ^'Alkyl" in Alkoxv und Alkvlamino stehen fur einen linearen oder 
verzweigten Alkylrest mit in der Regel 1 bis 6^ vorzugsweise 1 bis 4, besonders bevorzugt 1 bis 3 
30 Kohlenstoffatomen, beispielhaft und vorzugsweise fur Methyl, Ethyl, n-Propyl, Isopropyl, ten-Butyl, 
n-Pentyl und n-HexyL 
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Alkgxy steht beispielhaft und vorzugsweise fur Methoxy, Ethoxy, n-Propoxy, Isopropoxy, tert- 
Butoxy, n-Pentoxy und n-Hexoxy, 

Alkvlamino steht tar einen Alkylaminorest mit einem oder zwei (unabhangig voneinander 
gewahlten) Alkylsubstituenten. (Ci-C3)-AIkyiamino steht beispielsweise fdr einen Monoalkyl- 
5 aminorest mit 1 bis 3 Kohlenstoffatomen oder fur einen Dialkylaniinorest mit jeweils 1 bis 3 
Kohienstoffatomen pro Alkylsubstituent. BeispielhaJft und vorzugsweise seien genannt: 
Methylamino, Ethylamino, n-Propylamino, Isopropylaniino, /er?-But>damino, n-Pentylamino, n- 
Hexylamino, A^,//-Dimethylamino, ^;A''-Diethylamino, iV-Ethyl-A^-methylamino, jV-Metliyl-JV-.n- 
propylamine, AT-Isopropy^JV-n-propylamino, iV-Jfe/'^Butyl-JV-methylamino, iV-Etiiyl-T/^n-pentylamino 
1 0 und 7V-n-Hexyl"7V-methylaniino. 

I^a lpgeft steht fiir Fluor, Chlor, Brom und lod. 

Ein Symbol * in der Formel einer Gruppe kennzeichnet die Anknupfstelle der Gruppe. Der End- 
punkt der Linie, neben der jeweils ein * steht, steht dabei nicht fur ein Kohl ens toff atom 
beziehungsweise eine CH2-Gruppe sondem ist Bestandteil der Bindung zu dem Atom, an das die 
15 Gruppe gebunden ist, 

Li den Formeln der Gruppen, fiir die stehen kann, steht der Endpunkt der Linie, neben der jeweils 
ein * steht, nicht fiir ein. Kohlenstoffatom beziehungsweise eine CHa-Gruppe sondern ist. Be- 
standteil der Bindung zu dem Kohlenstoffatom, an das gebunden ist. 

In den Formeln der Gruppen, fur die R^ stehen kann^ steht der Endpunkt der Linie, neben der jeweils 
20 ein * steht, nicht fur ein Kohlenstoffatom beziehungsweise eine CH2~Gruppe sondern ist Be- 
standteil der Bindung zu dem Stickstoffatom, an das gebunden ist. R^ ist also beispielsweise 
2^AminoethyI im Falle von k - OJ 1, R^ ^ H und R^° ^ H, 3-Amino-'2-hydroxypropyl im Falle von 
k = 1, R^ = OH, 1 = 1, R^ = H und R^^ - H, Piperidin-4^yVmethyI im Falle von q 1 und r = 1 oder 
Piperidin-4-yl im Falle von q = 0 und r - 1 . 

25 Bevorzugt im Rahmen der vorliegenden Erfindung sind Verbindungeai, welclie der Formel 
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eiitsprechen, worin bis die gleiche Bedeutung wie in Fonnel (I) haben, 
und ihre Salze, ihre Solvate und die Solvate ihrer Salze. 

Bevorzugt im Rahmen der vorliegenden Erfmdung sind erfindungsgemaBe Verbindungen, bei 
denen 
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* die Anktiiipfstelle aa das Stickstoffatom ist, 
R^*^ gleich Wasserstoff Oder *~<CH2)rNHR^^ ist. 



worm 



R^^ gleich Wasserstoff ist 



und 

f eine Zahl 1, 2 oder 3 ist, 
1 0 R^' gleich Wasserstoff ist, 

d eine Zahl 0 ist 
und 

e eine Zahl 1 , 2 oder 3 ist, 
R^^ gleich Wasserstoff oder Aminoethyl ist. 



15 .. R^^ gleich MCH2)zi-OH, *-(CH2)z2-NHR'^ Hydroxycarbonyl, Aminocarbonyl, 

Hydroxycarbonylmethyl, Aminocarbonyl-methyl, ^--CONHR^^ oder 
^'-CHaCONHR^^ist, 

worin 

* die Ankniipfstelle an das Kohlenstoffatom ist, 
20 Zi und Z2 unabhangig voneinander eine Zahl U 2 oder 3 sind, 

R^^ gleich Wasserstoff oder Methyl ist 
und 
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R" und R'* unabhangig voneinander eine Gruppe der Formel 




kal Jia 



*.>-J l^NH I - VN 

xa 




6a Oder 

ya " 




sind. 



worm 



* die Ankniipfstelle an das Stickstoffatom ist, 

R^* gleich Wasserstoff, Amino oder Hydroxy ist, 

R^"" gleich Wasserstoff, Methyl oder Aminoethyl ist, 

R'^" gleich Wasserstoff oder Aminoethy] ist, 
10 Oder 

R^'undR^^^ bilden zusammen mit dem Stickstoffatom an das sie 
gebunden sind einen Piperazin-Rijig, 

R' ^'^ und R^^^ unafahSngig voneinander *-(CH2)zia"0H, *-(CH2)z2.- 
NHR*^, Hydroxycarbonyl, Aminocarbonyl, Hydroxycarbonyl- 
^ ^ methyl oder Aminocarbonylmethyl sind, 

worin 

* die Anknupfstelle an das Kohlenstoffatom ist, 

R^^* gleich Wasserstoff oder Methyl ist 

und 

Zla und Z2a unabhangig voneinander eine Zahl 1 , 2 oder 3 sind, 
R'^"* und R^"*"* unabhangig voneinander Wasserstoff oder Methyl sind. 
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R^^'' gleich Amino oder Hydroxy ist, 
ka eine ZahJ 0 oder 1 ist, 

la, wa, xa und ya unabhangig voneinander eine Zahl 1, 2, 3 oder 4 sind, 
R^^ • gleich Wasserstoff oder Methyl ist, 
k gleich eine Zahl 0 oder 1 ist, 

1 und w unabhangig voneinander eine Zahl 1, 2, 3 oder 4 sind. 



Oder w unabhangig voneinander bei 1 oder w gleich 3 eine Hydroxy-Gruppe 
tragen kann, 
R"* gleich Hydroxy ist, 
1 0 R^ gleich Wasserstoff ist, 
R^ gleich Wasserstoff ist, 

und ifare Salze^ ilire Solvate und die Solvate ilwer Salze. 

Gegenstand der Erfindung ist weiterhin ein Verfahren zur Herstellung der Verbindungen der 
Forniel (I) oder ihrer Salze, ihrer Solvate oder der Solvate ihrer Salze, wobei nach Verfahren 

1 5 [A] Verbindungen der Formel 




(11). 



worin R^ R^, r", R^ und R^ die oben angegebene Bedeutung haben und boc gleich tert-Butoxy- 
carbonyl ist, 
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in einein zweistufigen Verfaliren 2;un^chst in Gegenwart von eineni oder mehreren De- 
hydratisierungsreagenzien mit Verbindungen der Formel 

H2NR' (III), 

worin die oben angegebene Bedeutung hat, 

5 und anschlieflend mit einer Saure umgesetzt werden, 

Oder 

[B] Verbindungen der Formel 




worin R^ R", R^ and R^ die oben angegebene Bedeutung haben und Z gleich Benzyloxy- 
1 0 oarbonyl ist, 

in einem zweistufigen Verfahren zunachst in Gegenwart von einem oder mehreren De- 
hydratisierungsreagenzien mit Verbindungen der Formel 

H2NR' (HI), 

worin R^die oben angegebene Bedeutung hat, 

1 5 und anschlielJend mit einer Saure oder durch Hydrogenolyse umgesetzt werden, 

oder 

[C] Verbindungen der Formel 
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(VIX 



worin R^, R^, R^ und R^ die oben angegebene Bedeutung haben und Z gleich Benzyloxy- 
carbonyl ist, und 
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gleich Benzyl, Methyl oder Ethyl ist. 



5 in einem zweistufigen Verfahren zunachst in Gegenwart von Kaliumcyanid mit Verbindungen der 
Formel 



worin die oben angegebene Bedeutung hat, 

und anschlieJiend mit einer Saure oder durch Hydrogenolyse uragesetzt werden. 
10 Die freie Base der Salze kann zum Beispiel durch Chromatographie an einer Reversed P]iase Saule 



durch Verwendung einer RPl 8 Phenomenex Luna CI 8(2) Saule und Diethylamin als Base. 

Weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung der Verbindungen der 
Formel (I) oder ihrer Solvate nach Anspruch 1, bei dem Salze der Verbindungen oder Solvate der 
1 5 Salze der Verbindungen durch Chromatographie unter Zusatz einer Base in die Verbindungen oder 
ihre Solvate uberfilhrt werden. 

Die Hydroxygruppe an R'' ist gegcbenenfalls wShrend der Umsetzung der Verbindungen der 
Formeln (IX) und (XI) mit einer to*/-ButyldimethylsiIyI-Gruppe gesclnitzt und wird in einem der 
darauf folgenden Reaktionsscliritte unter Desilylierungsbedingungen mit abgespalten, 

20 Reaktive Funktionalitaten in den Resten R' und R^ von Verbindungen der Formeln (11), (III), (IV) 
und (VI) werden bereits geschiitzt mit in die Synthese eingebracht, bevorzugt sind saurelabile 
Schutzgruppen (z.B. boc oder z). Nach erfolgter Umsetzung zu Verbindungen der Formel (I) 
konnen die Schutzgruppen durch Entschiitzungsreaktion abgespalten werden. Dies geschieht nach 



HiNR^ 



(HI), 



mit einem Acetonitril-Wasser-Gradienten unter Zusatz einer Base erhalten werden, insbesondere 
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Standardverfahren der Schutzgruppenchemie, Bevorzugt sind EnlscIiOtzungsreaktionen unter 
sauren Bedingungen oder dutch Hydrogenolyse, 

Reaktive Funktionalitaten in dem Rest von Verbindungen der Forineln (VII), (Vm), (IX) und 
(XI) werden bereits gescliiitzt mit in die Synthase eingebracht, bevorzugt sind saurelabile 
5 Schutzgruppen (z.B. boc oder z). Diese Schutzgruppen werden in einem der darauf folgenden 
Reaktiojisschritte durch Entechlitztingsreaktion abgespalten. Dies geschieht nach 
Standardverfahren der Sehutzgruppenchemie. Bevorzugt sind Entschtitzungsreaktionen unter 
sauren Bedingungen oder durch Hydrogenolyse, 

Die Umsetzung der ersten Stufe der Verfahren [A] und [B] erfolgt iin Allgemeinen in inerten 
10 Losungsmitteln, gegebenenfalls in Gegenwart einer Base, bevorzugt in einem Temperaturbereich 
von O^C bis 40^C bei Normaldruck, 

Als Dehydratisierungsreagenzien eignen sich hierbei beispielsweise Carbodiimide wie z.B. N.N'- 
DiethyK A^.N'-Dipropyl-, ^;Ar'-Diisopropyl-, A?;Ar'-Dicyclohexylcarbodiimid, JV-(3-Dimethylamino- 
isopropyI)-.A?^'^ethylcarbodiimid"Hydrochlorid (EDC), JV-Cyclohexylcarbodiimid-iS/^'-^propyloxy- 

15 methyl-Polystyrol (PS-Carbodiimid) oder Carbonylverbindungen wie Carbonyldiimidazol, oder 
1,2-Oxazolium verbindungen wie 2-Ethyl-5-phenyM,2-oxazolium-3-sulfat oder 2-to^Butyl-5- 
methyl-isoxazolium-perchlorat, oder Acylaminoverbindungen wie 2-Ethoxy-l-ethoxycarbony 1-1,2"- 
dihydrochinolin, oder Propanphosphonsaureanhydrid, oder Isobutylchloroformat, oder Bis-(2-oxo- 
3-oxazoIidinyl)-phosphoryichlorid oder Benzotriazolyloxy4ri(din3 ethyl amino)phosphoniumhexa- 

20 fluorophosphat, oder 0-(Benzotriazol«l"yl)-.A?;A/;W^',Ar^tetra-methyIuroniumhexafluorop 

(HBTU), 2-(2-Oxo-l-(2H)-pyridy])-l,l,3,3"tetramethyluroniumtetrafluoroborat (TPTU) oder 
0<7-AzabenzotriazoI-l-yI)-A^,A^,A^',A^''4etramethyiuronjumhexafluorophospha^ (HATU), oder 
1 -Hydroxy benztriazol (HOBt), oder Benzotriazol- 1 -y loxy tris(dimethy Jamino)'phosphoniura" 
hexafluoro-phosphat (BOP), oder Mischungen aus diesen, oder Mischung aus diesen zusammen 
25 mit Basen. 

Basen sind beispielsweise Alkalicarbonate^ wie 2.B. Natrium- oder Kaliumcarbonat^ oder 
-hydrogencarbonat, oder organische Basen wie Trialkylamine 2.B, Triethylamin, 
JV-Metliylmorpholin, 7V-Methylpiperidin, 4-^Dimethylaminopyridin oder Diisopropylethylamin, 

Vorzugsweise wird die Kondensation mit HATU in Gegenwart einer Base, insbesondere 
30 Diisopropylethylamin, durchgefiihrt. 

Inerte Losungsmittel sind beispielsweise Halogenkohlenwasserstoffe wie Dichiormethan oder 
Trichlormethaa, Kohlenwasserstoff wie Benzol, oder Nitromethan, Dioxan, Dimethylformamid 
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oder Acetonitril. Ebenso ist es moglich, Gemische der Ldsemittel oinzmotzen. Besonders 
bevorzugt ist Dimethylformamid. 

Die Umsetzung der ersten Stufe des Verfahrens [C] erfolgt im Allgemeinen mit der Verbindung 
der Formel (III) als Losungsmittel, bevorzugt in einem Temperaturbereich von O^C bis 40°C bei 
5 Normaldruck. 

Die Umsetzung mit einer Saure in der zweiten Stufe der Verfahren [A], [B] und (C] erfolgt 
bevorzugt in einem Temperaturbereich von O^'C his 40''C bei Normaldruck. 

Als Sauren eignen sich hierbei ChJorwasserstoff in Dioxan, Bromwasserstoff in Essigsaure oder 
Trifluoressigsaure in Methylenchlorid. 

10 Die Hydrogenolyse in der zweiten Stufe der Verfahren [B] und [C] erfolgt im Allgemeinen in 
einem Losungsmittel in Gegenwart von Wasserstoff und Palladium auf Aktivkohle, bevorzugt in 
einem Temperaturbereich von O^C bis 40^C bei Normaldruck. 

Losungsmittel sind beispielsweise Alkohole wie Methanol, Ethanol, n-Propanol oder iso-PropanoI, 
in einem Gemisch mit Wasser und Eisessig, bevorzugt ist ein Gemisch aus Ethanol, Wasser und 
15 Eisessig. 

Die Verbindungen der Formel (HI) sind bekannt oder konnen analog bekannten Verfahren 
hej'gestellt werden. 

Die Verbindungen der Formel (II) sind bekannt oder kSnnen hergestellt werden, indem 
Verbindungen der Formel 



20 




mit Di-(^e7'^butyl)-dicarbonat in Gegenwart einer Base umgesetzt werden. 
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Die Umsetzung erfoJgt im AHgemeinen in einem L£)swngsmitteln, bevorzugt in einem Tem- 
peraturbereich von O^C bis 40^C bei Normaldruck, 

Basen sind beispielsweise Alkalihydroxide wie Natrium- oder Kaliuinhydroxid, oder 
Alkalicarbonate wie Casiumcarbonat, Natrium- oder Kaliumcarbonat, oder andere Basen wie 
5 DBU, Triethylamitt oder Diisopropylethylamin, bevorzugt ist Natriumhydroxid oder Natrium- 
carbonat. 

L5sungsmittel sind beispielsweise Halogenkohlenwasserstoffe wie Methylenclilorid oder 1,2-Di- 
chlorethan, Alkohole wie Methanol, Ethanol oder iso-Propanol, oder Wasser. 

Vorzugsweise wird die Umsetziing mit Natriumhydroxid in Wasser oder Natriumcarbonat in 
10 Methanol durchgefUhrt, 

Die Verbindungen der Formel (V) sind bekannt oder kSnnen hergestellt werden, indem Ver- 
bindungen der Formal 




(VI). 



1 5 R gleich Benzyl, Methyl oder Ethyl ist, 

mit einer Saure oder duroh Hydrogenolyse, wie fiir die zweite Stufe des Verfahrens [BJ 
beschrieben, gegebenenfalls durch anschiieJJende Umsetzung mit einer Base zur Verseifbng des 
Methyl- oder Ethylesters, umgesetzt werden. 

Die Verseifung kann zum Beispiel erfolgen, wie bei der Umsetzung von Verbindungen der Formel 
20 (VI) 2u Verbindungen der Formel (TV) beschrieben. 

Die Verbindungen der Formel (IV) sind bekannt oder konnen hergestellt werden, indem in 
Verbindungen der Formel (VI) der Benzyl-, Methyl-- oder Ethyiester verseift wird. 
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Die Uinsetzung erfolgt im Allgemeinen in einem L5sungsmitteln, in Gegenwart einer Base, be- 
vorzugt in einem Temperaturbereich von O^'C bis 40^0 bei Nonnaldruck, 

Basen sind beispieisweise Alkalihydroxide wie Lithium-, Natrium- oder Kaliuinhydroxid, be- 
vorzugt ist Lithiumhydroxid. 

5 L5sungsmittel sind beispielsweise Halogenkohlenwasserstoffe wie Dichlormethan oder Trichlor- 
methan. Ether wie Tetrahydrofuran oder Dioxan, oder Alkohole wie Methanol, Ethanol oder Iso- 
propanol, oder Dime thy Iformamid. Ebenso ist es moglich, Gemische der Ldsungsmitte] oder 
Gemische der Losungsmittel mit Wasser einzusetzen. Besonders bevorzugt sind Tetrahydrofuran 
Oder ein Gemisch aus Methanol und Wasser, 

10 Die Verbindungen der Formel (VI) sind bekannt oder kQnnen hergesteUt werden, indem Ver- 
bindungen der Formel 




worin R\ R^ R^, R^ R^ und R^^ die oben angegebene Bedeutung haben, 

in der ersten Stufe mit Sauren, wie fiir die zweite Stufe der Verfahren [A] und [B] beschrieben, 
15 und in der zweiten Stufe mit Basen umgesetzt warden. 

In der 2rweiten Stiife erfolgt die Unisetzung mit Basen im AlJgemeinen in einem Losungsmitteln, 
bevorzugt in einem Temperaturbereich von O^C bis 40°C bei Normaldruck. 

Basen sind beispielsweise Alkalihydroxide wie Natrium- oder Kaliumhydroxid, oder Aikalicarbo- 
nate wie Casiumcarbonat, Natrium- oder Kaliumcarbonat, oder andere Basen wie DBU, Triethyl- 
20 amin oder Diisopropylethylamin, bevorzugt ist Trietliylamin. 
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Losungsmittel sind beispielsweise Halogenkohlenwasserstoffe wie Chlorofonn, Methylenchlorid 
Oder 1,2-DichIorethan, oder Tetrahydroftiran, oder Gemische der Losungsmittel, bevorzugt ist 
Methylenchlorid oder Tetialiydroforan. 

Die Verbindungen der Formei (VII) sind bekannt oder kSnnen hergestellt werden, indem Verbin- 
5 dungen der Formei 



worin R'*, R^ R^ und R^^ die oben angegebene Bedeutung haben, 

mit Pentafluorphenol in Gegenwart von Dehydratisierungsreagenzien, wie fiir die erste Stufe der 
Verfaluen [A] und [B] beschrieben, umgesetzt werden. 

10 Die Umsetzung erfolgt bevorzugt mit DMA? und EDC in Dichlormethan in einem Temperaturbe- 
reich von -40''C bis 40*^0 bei Normaldruck. 

Die Verbindungen der Formei (VIII) sind bekai:mt oder konnen hergestellt werden, indem Verbin- 
dungen der Formei 




5 




5 



OTMSE 



15 worin R\ K\ R^ R^ R^ und R^^ die oben angegebene Bedeutung haben. 



mit Fluorid, insbesondere mit Tetrabutylammoniumfluorid, umgeset2^ werden- 
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Die Umsetzung erfolgt im Allgemeinen in einem Losungsmitteln, bevorzugt in einem Tempera- 
turbereich von -lO^'C bis SO^'C bei Normaldruck. 

Ineite Losungsmiltel sind beispielsweise Halogenkohlenwasserstoffe wie Dichlormethan, oder 
Kohlenwasserstoffe wie Benzol oder Toluol, oder Ether wie Tetrahydrofuran oder Dioxan, oder 
5 Dimethylformamid. Ebenso ist os moglich, Gemische der L5semittel einzusetzen. Bevorzugte 
L6sungsmittel sind Tetrahydrofuran und Dimetbylformamid. 

Die Verbindungen der Formel (IX) sind bekannt oder konnen hergestelit werden, indein Verbin- 
dungen der Formel 




10 worin R^ und R^^ die oben angegebene Bedeutung haben, 
niit Verbindungen der Formel 




(XI), 



worin R^ und R^die oben angegebene Bedeutung haben^ 

in Gegenwart von Dehydratisierungsreagenzien, wie fur die erste Stufe der Verfahren [A] und [B] 
1 5 besclirieben, umgesetzt werden. 

Die Verbindungen der Formel (X) sind bekannt oder konnen analog den im Beispielteil beschri&- 
benen Verfahren hergestelit werden. 

Die Verbindungen der Formel (XI) sind bekannt oder kSnnen analog bekannten Verfahren herge- 
stelit werden. 



BNSDOCjD; <WO 200511 B613A2 I > 



wo 2005/118613 



-23 - 



PCT/EP2005/005223 



Die Herstellujig der erfrndungsgemaflen Verbindungen kann durch foigendes Syntheseschema ver- 
deutlicht werden: Synthase von Biphenomycin A-Derivaten ani Beispiel von (7R,8S,1 IS,14S)-14- 
Ajnino-A^K^-aminoethy])- 1 1 "[C2R>3^amino«2-hydroxypropyI]-S,7, 1 7-trihydroxy-l 0, 1 3-dioxo-9, 1 2- 
diazatiicycIo[143J,l^*^]henicosa-l(20),2(21)3,5,16,lS-hexaen^8-c^^ 



5 
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Die erfindungsgemalien Verbindungen zeigen ein nicht vorhersehbares, wertvolles pharmakologi- 
sches und phamiakokinetisches Wirkspektrum. 

Sie eignen sich daher zur Verwendung als Arzneimittel zur Behandlung und/oder ProphyJaxe von 
Krankheiten bei Menschen und Tieren, 

5 Die erfindungsgemaUen Verbindungen kOnnen aufgrund ihrer pharmakologischen Eigensohaften 
aliein oder in Kombination mit aaderen Wirkstoffen zur Behandlung und/oder Prophylaxe von 
Infektionskrankheiten, insbesondere von bakteriellen Infektionen, eingesetzt werden. 

Beispielsweise konnen lokale und/oder systemische Erki-ankungen behandelt und/oder verhindert 
werden, die durch die folgenden Erreger oder dutch Mischungen der folgenden Erreger verursacht 
10 werden: 

Gram-positive Kokken, z.B. Staphylokokken (Staph, aureus, Staph, epidermidis) und 
Streptokokken (Strept agalactiae, Strept. faecalis, Strept. pneumoniae, Strept. pyogenes); 
gram-negative Kokken (neisseria gonorrhoeae) sowie gram-negative Stabchen wie 
Enterobakteriaceen, z.B, Escherichia coli, Hamophilus influenzae^ Citrobacter (Citrob. freundii, 

15 Citrob. divernis), Salmonella und Shigella; ferner Klebsiellen (Klebs. pneumoniae, Klebs. 
oxytocy), Enterobacter (Ent. aerogenes, Ent, agglomerans), Hafnia, Serratia (Serr. marcescens), 
Proteus (Pr. mirabilis, Pr. rettgeri, Pr. vulgaris), Providencia, Yersinia, sowie die Gattung 
Acinetobacter. Darttber hinaus umfaBt das antibakterielle Spektrum die Gattung Pseudomonas (Ps, 
aeruginosa, Ps, maltophilla) sowie strikt anaerobe Bakterien wie z.B. Bacteroides fragilis, Vertre- 

20 ter der Gattung Peptococcus, Peptostreptococcus sowie die Gattung Clostridium; ferner My- 
koplasmen (M. pneumoniae, M. hominis, M. urealyticum) sowie Mykobakterien, z.B. Mycobacte- 
rium tuberculosis. 

Die obige Aufzahlung von Erregern ist lediglich beispielhaft und keineswegs beschrankend aufzu- 
fassen. Als Kranklieiten, die durch die genannten Erreger oder Mischinfektionen verursacht und 
25 durch die erfmdungsgemaBen topisch anwendbaren Zubereitungen verhindeii;, gebessert oder 
geheilt werden konnen, seien beispielsweise genannt; 

Infektionskrankheiten beim Menschen wie z. B, septische Infektionen, Knochen- und Gelenk- 
infektionen, Hautinfektionen, postoperative Wundinfektionen, Abszesse, Phlegmone, Wundinfek- 
tionen, infizierte Verbrennungen, Brandwunden, Infektionen im Mundbereich, Infektionen nach 
30 Zahnoperationen, septische Arthritis, Mastitis, Tonsillitis, Genital-Infektionen und Augeninfektio- 
nen. 
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Aufler beim Menschen kOnnen bakterjeile Infeklionen auch bei anderen Spezies behandelt werden, 
Beispielhaft seien genannt: 

Schwein: Coli-diarrhoe, Enterotoxaniie, Sepsis, Dysenterie, Salmonellose, Metritis-Mastitis-Aga- 
laktiae-Syndromj, Mastitis; 

5 Wiederkauer (Rind, Schaf, Ziege): Diarrlioe, Sepsis, Bronohopneumonie, Salmonellose, 
Pasteurellose, Mykoplasmose, Genitalinfektionen; 

Pferd; Bronchopneuinonien, Fohlenlahme, puerperale und postpuerperale Infelctionen, Salmonel- 
lose; 

Hund und Katze: Bronchopneumonie, Diarrhoe, Dermatitis, Otitis, Harnwegsinfekte, Prostatitis; 

10 Geflugel (Huhn, Pute, Wachtel, Taube, Ziervogel und andere): Mycopiasmose, E. ooli-Infektionen, 
chronische Luftwegserkrankungen, Salmonelloses Pasteurellose, Psittakose. 

Ebenso konnen bakterielle Erkrankungen bei der Aufeucht und Haltung von Nutz- und Zierfischen 
behandelt warden, wobei sich das antibakterielle Spektnim tiber die vorher genannten Erreger 
hinaus auf weitere Erreger wie z.B. Pasteurella, Brucella, Campylobacter, Listeria, Erysipelothris, 
1 5 Corynebakterien, Borellia, Treponema, Nocardia, Rikettsie, Yersinia, erweitert. 

Weiterer Gegenstand der vorHegeaden Erfindung ist der Einsatz der erfindungsgemSfien Verbin- 
dimgen zur Behandlung und/oder Prophylaxe von Erkrankungen, vorzugsweise von bakteriellen 
Krankheiten, insbesondere von bakteriellen Infektionen. 

Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung der erfindungsgeinSflen 
20 Verbindungen zur Behandlung und/oder Prophylaxe von Erkrankungen, insbesondere der zuvor 
genannten Erkrankungen, 

Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung der erfindungsgemSBen 
Verbindungen zur Hersteilung eines Arzneimittels zur Behandlung und/oder Prophylaxe von Er- 
krankungen, insbesondere der zuvor genannten Erkrankungen, 

25 Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahien zur Behandlung und/oder Pro- 
phylaxe von Erkrajikungen, insbesondere der zuvor genannten Erkrankungen, unter Verwendung 
einer antibakteriell wirksamen Menge der erfindungsgemaBen Verbindungen. 

Die erJRndungsgemaBen Verbindungen kCnnen systemisch und/oder lokal wirken, Zu diesem 
Zweck konnen sie auf geeignete Weise appHziert werden, wie z.B, oral, parenteral, puimonal. 
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nasal, sublingual, lingual, buccal, rectal, dermal, transdennal, conjunctival, otisch odor ais 
Implantat hzw. Stent. 

Fur diese Applikationswege konnen die erfindungsgemaBen Verbindungen in geeigneten AppHka- 
tionsformen verabreicht warden. 

5 Fiir die orale Applikation eignen sich nach dem Stand der Technik funktionierende schnell 
und/oder modifiziert die erfmdungsgemailen Verbindungen abgebende Applikationsformen, die 
die erfmdungsgemaBen Verbindungen in kristalliner und/ oder amorphisierter und/oder geloster 
Fomi enthalten, wie zB. Tabietten (nichtuberzogene oder uberzogene Tabletten, beispielsweise 
mit magensaftresistenten oder sich verzogert auflosenden oder unlosliclien Uberzugen, die die 
10 Freisetzung der erfindungsgemafien Verbindung kontroliieren), in der Mundhohle schnell zerfal- 
lende Tabietten oder Filme/Oblaten, Filme/Lyophylisate, Kapseln (beispielsweise Hart-^ oder 
Weichgelatinekapseln), Dragees, Granulate, Pellets, Pulver, Emulsionen, Suspensionen, Aerosole 
oder Losungen, 

Die parenterale Applikation kann unter Umgehung eines Resorptionssclirittes geschehen (z.B, 
15 intiavenos, intraarteriell, intrakardial, intraspinal oder intralumbal) oder unter Einschaltung einer 
Resorption (z.B. intramuskular, subcutan, intracutan, percutan oder intraperitoneal). Fur die 
parenterale Applikation eignen sich als Applikationsformen u.a. Injektions- und Infusionszuberei- 
tungen in Form von Losungen, Suspensionen, Emulsionen, Lyophilisaten oder sterilen Pulvern, 

Fiir die sonstigen Applikationswege eignen sich Inhalationsarzneiformen (u.a, Pulverinhaiato- 
20 ren. Nebulizer), Nasentropfen, -iSsungen, -sprays; lingual, sublingual oder buccal zu applizierende 
Tabietten, Filme/Oblaten oder Kapseln, Suppositorien, Ohren- oder Augenpraparationen, Vaginal- 
kapseln, wSssrige Suspensionen (Lotionen, SchUttelmixturen), lipophile Suspensionen, Salben, 
Cremes, transdermale therapeutische Systeme (wie beispielsweise Pflaster), Milch, Fasten, 
Schaume, Streupuder, Implantate oder Stents. 

25 Die erfmdung$gemaJien Verbindungen konnen in die angefuhrten Applikationsformen uberfiihrt 
werden. Dies kann in an sich bekannter Weise durch Mischen mit inerten, nichttoxischen, pharma- 
zeutisch geeigneten Hilfsstoffen geschehen, Zu diesen Hilfsstoffen zahlen u,a, Tragerstoffe (bei- 
spielsweise milcrokristalline Cellulose, Laktose, Mannitol), Losungsmittel (z.B. fliissige 
Polyethylenglycole), Emulgatoren und Dispergier- oder Netzmittel (beispielsweise Natriumdode- 

30 cylsulfat, Polyoxysorbitanoleat), Bindemittel (beispielsweise Polyvinylpyrrolidon), synthetische 
und naturliche Polymere (beispielsweise Albumin), Stabilisatoren (z.B. Antioxidantien wie bei- 
spielsweise Ascorbinsaure), Farbstoffe (z.B. anorganische Pigmente wie beispielsweise Eisen- 
oxide) und Geschmacks- und / oder Geruchskorrigentien, 
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Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Arzneimittel, die mindestens eine erfm- 
dungsgemafie Verbindung, ublicherweise zxisamraen mit einem oder mehreren inerten, 
nichttoxischen, pharmazeutisch geeigneten Hilfsstoffen enthalteii, sowie deren Verwendung zu den 
zuvor genannten Zwecken. 

5 Im AUgemeinen hat es sich als vorteiihaft erwiesen, bei parenteraler Applikation Mengen von etwa 
5 bis 250 mg/kg KQrpergewicht je 24 h zur Erzielung wirksamer Ergebnisse zu verabreichen. Bei 
oraler Applikation betrSgt die Menge etwa 5 bis 100 mg/kg KOrpergewicht je 24 h. 

Trotzdem kann es gegebenenfalls erforderlich sein, von den genannten Mengen abzuweichen, und 
zwar in Abhangigkeit von KQrpergewicht, Applikaticnsweg, individuellem Verhalten gegenUber 
0 dem Wirkstoff, Art der Zubereitung und Zeitpunkt bzw. Intervall, zu welchem die Applikation 
erfoJgt. So kaiu) es in einigen Faiien ausreichend sein, mit weniger als der vorgenannten Mindest- 
menge auszukommen, wahrend in anderen Fallen die genannte obere Grenze aberscliritten werden 
muss. Im Falle der Applikation grofierer Mengen kann es empfehlenswert sein, diese in mehreren 
Einzelgaben aber den Tag zu verteilen. 

5 Die Prozentangaben in den folgenden Tests und Beispielen sind, sofern nicht anders angegeben, 
Gewichtsprozente; Teile sind Gewichtsteile. LSsungsmittelverhaltnisse, Verdxinnungsverhaltnisse 
und Konzentrationsangaben von flflssig/flflssig-Losungen bezielien sich jeweils auf das Voluraen. 
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A, Beisniele 

Verwendete Abkiirzungen: 

Aloe Allyloxycarbonyl 

aq, wassrig 

Aquiv. Aquivalent 

Bn Ben2yl 

Boc ^er^-Butoxycarbonyl 

CDCI3 Chioroform 

CH Cyclohexan 

d Dubiett (im ^H-NMR) 

dd Dubiett von Dubiett 

DCM Dichlormethan 

DCC Dicyclohexylcarbodiimid 

Die Ditsopropylcarbodiimid 

DEPEA Diisopropylethylamin 

DMSO Dimethylsuifoxid 

DMAP 4-A';A^''Dimethyiaminopyridm 

DMF Dimethylformamid 

d, Th, der Theorie 

EDC iV"-(3-DimethylaminopropyI)'-//-ethylcarbodiimid x HCl 

EE Ethy lacetat (Essi gsaureethy 1 ester) 

ESI Elektrospray-Ionisation (bei MS) 

ges. gesMigt 

HATU 0<7"Azabenzotria2ol-l-yl)-JV;A/:iV',A^4etramethyIurDniun3- 

hexafluorophosphat 

HBTU 0-(Benzotria2ol-l -yl)-M A?;^^',^''■^tetramethyluronium- 

hexafluoiDphosphat 

HOBt 1 -Hydroxy- 1 H-benzotriazol x H2O 

Ii Stunde(n) 

HPLC Hochdruck-, Hochleistungsfliissigchromatographie 

konz» koiizentriert 

LC-MS F Itissigchromato graph! e-gekoppelte Massenspektroskopie 

m Multiplett (im ^H-NMR) 

min Minuten 

MS Massenspektroskopie 
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MeOH Metlianol 

^!MR Kernresonanzspektroskopie 

MTBE Methyl-ter/-butylether 

Pd/C Palladium/Kohle 

proz, Prozent 

q Quarfett(im 'H-NMR) 

Rf Retentionsindex (bei DC) 

RT Raumtemperatur 

R( Retentionszeit (bei HPLC) 

s Singulett (im *H-NMR) 

t Triplett (ira 'H-NMR) 

TBS ferr-ButyldimethyJsilyl 

THF Tetrahydrofuran 

TMSE 2-(Trimethylsilyl)-ethyI 

TPTU 2-(2-Oxo-l(2H)-pyridyl)-l,l,3,3-tetramethyluroniumtet!afluoroborat 

Z Benzyloxycarbonyl 



LC-MS- HHd HPLC-Methodew.' ' 

Methode 1 (HPLC): Instrument: HP 1 100 niit DAD-Defektion; Saule: Kiomasil RP-18, 60 mm x 
2.1 mm, 3.5 iim; Eluent A: 5 ml Perchlorsaure/I Wasser, Eluent B: Acetonitril; Gradient; 0 rain 
5 2%B, 0.5 min 2%B, 4.5 min 90%B, 9 min 90%B, 9.2 min 2%B, 1 0 min 2%B; Fiuss: 0.75 ml/min; 
Ofen: 30°C; UV~Detektion: 210 nm. 

Methode 2 (GC-MS): Instrument: Micromass GCT, GC6890; SSule: Restek RTX-35MS, 30 m x 
250 iim X 0,25 ^im; konstanter Fluss mit Helium: 0.88 ml/min; Ofen: OO^C; Inlet: 250^C; Gradient: 
60°C (0.30 min halten), 50°C/min 120°C, l6°C/min 250°C, 30X/min ~> 300°C (1.7 min 
10 haJten). 

Methode 3 (HPLC): Instrument: HP 11 00 rait DAD-Detektion; SSule: Kromasil RP-18, 60 mm x 
2.1 mm, 3.5 jim; Eluent A: 5 ml PerchIorsa«re/l Wasser, Eluent B: Acetonitril; Gradient; 0 min 
2%B, 0.5 min 2%B, 4.5 min 90%B, 6.5 min 90%B, 6.7 min 2%B, 7.5 min 2%B; Fluss: 
0.75 ml/min; Ofen: 30^0; UV-Detektion: 210 nm. 

15 Methode 4 (LC-MS): GerStetyp MS: Micromass ZQ; Geratetyp HPLC: Waters Alliance 2795; 
SSule: Phenomenex Synergi 2^ Hydro-RP Mercury 20 mm x 4mm; Eluent A; 1 1 Wasser + 0.5 mJ 
50%ige Ameisensaure, Eluent B: 1 1 Acetonitril + 0.5 ml 50%ige Ameisensaure; Gradient: 0.0 min 
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90%A 2.5 min 30%A 3.0 min 5%A -> 4.5 min 5%A; Fliiss: 0.0 min 1 ml/min, 2.5 jnin/3.0 
min/4.5 min 2 ml/min; Ofen: 50'C; UV-Detektion: 210 nm, 

Mefhode 5 (I.C-MS): Geratetyp MS: Micromass ZQ; GerStetyp HPLC: HP 1100 Series; UV 
DAD; Saule: Phenomenex Synergi 2}x Hydro-RP Mercury 20 mm x 4 mm; Eluent A; 1 1 Wasser + 
5 0.5 ml 50%ige Ameisensaure, Eluent B: 1 1 Acetonitril -§- 0.5 nil 50%ige AmeisensSure; Gradient: 
0,0 min 90%A ^ 2,5 min 30%A 3,0 min 5%A -> 4.5 min 5%A; Fluss: 0.0 min 1 ml/min, 
2.5 min/3,0 min/4.5 min. 2 ml/min; Ofen: 50°C; UV-Detektion: 210 nm, 

Methode 6 (LC-MS): Instrument: Micromass Quattro LCZ mit HPLC Agilent Serie 1 100; Saule: 
Phenomenex Synergi 2}x Hydro-RP Mercury 20 mm x 4 mm; Eluent A: 1 1 Wasser + 0,5 ml 
10 50%ige Ameisensaiire, Eluent B: 1 1 Acetonitril + 0,5 mi 50%ige Ameisensaure; Gradient: 0.0 min 
90%A 2,5 mm 30%A 3,0 min 5%A ^ 4,5 min 5%A; Fluss: 0.0 min 1 ml/min, 2.5 min/3.0 
min/4.S min 2 ml/min; Ofen: SO'^C; UV-Detektion: 208- 400 nm. 

Methode 7 (LC-MS): Instrument: Micromass Platform LCZ mit HPLC Agilent Serie 1 100; Saule: 
Thermo HyPURITY Aquastar 3ii 50 mm x 2J mm; Eluent A: 1 1 Wasser 4- 0.5 ml 50%ige 
15 Ameisensaure, Eluent B: 1 1 Acetonitril H- 0.5 ml 50%ige Ameisensaure; Gradient: 0.0 min 100%A 
0.2 min 100%A -> 2.9 min 30%A 3.1 min 10%A 5.5 min 10%A; Ofen: 50X; Fluss: 
0,8 ml/min; UV-Detektion: 210 nm. 

Methode 8 (HPLC mit chiraler Phase): Saule: Packungsmaterial Chiraler Kieselgelselektor 
KBD 5287 (250 mm x 4.6 mm) basierend auf dem Selektor Poly(N-methacryIoyl-L-Ieucin~ 
20 dicyclopropylmethylamid); Eluent: Methyl-^erf-butylether; Temperatur: 24*^0; FlulS: 1 ml/min, 

Methode 9 (HPLC mit chiraler Phase); Saule: Packungsmaterial Chiraler Kieselgelselektor 
KBD 5326 (600 mm x 40 mm) basierend auf dem Selektor Poly(N-niethaoiyloyl'L-leucin- 
dicyclopropylmethylamid); Eluent A: Methyl-ZerZ-butylether, Eluent B: Tetrahydrofuran; Gradient: 
0.0 min 100%A -» 45 min 100%A ^ 55 min I00%B; Temperatur: 24°C; Fluli: 50 ml/min. 

25 Methode 10 (LC-MS): Geratetyp MS: Micromass ZQ; Geratelyp HPLC: Waters Alliance 2790; 
Saule: G'rom-Sil 120 ODS-4 HE 50 mm x 2 mm, 3,0 \xm; Eluent A: Wasser + 500 ^l 50%ige 
Ameisensaure / 1, Eluent B: Acetonitril + 500 iil 50%ige Ameisensaure / 1; Gradient: 0.0 min 
70%B 4.5 min 90%B; Ofen: 45^C; Fluss: 0.8 ml/min; UV-Detektion: 210 nm. 

Fraparative RP-HPLC: Saule: YMC Gel ODS-AQ S-5 / 15 \iU, 250 mm x 30 mm, Eluent A: 
30 Wasser, Eluent B: Acetonitril; Gradient: 0.00 min 5%B 3.00 min 5%B -> 35.0 min 95%B 
46,0 min 95yoB; Temp.: Raumtemperatur; Flussr 50 ml/min; UV-Detektion. 
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Synthese der Ausgangsverbindungen: 

Synthese von substituierten beta-Hydroxyphenylalaninderivaten am Beispiel von Methy5-(betaR)- 
2^(benryIoxy)-5-brom-M(to'^butoxyca^bonyI)-beta^{[/^e?Y-butyl(dime 
5 phenylalaninat 




Synthese von geschtitzten Biphenyl-bisaminosauren am BcispieJ von Methyl-(2S>3R)-3-(4,4*" 

bis(ben2yloxy)-3'-{(2S)-2-{[(benzyloxy)carbonyl]amino)-3-oxo-342-(trin^ 

propyl} biphenyl-3-yl>2-[(/er^biitoxycarbonyl)amino]-3-{ [/er^^^ 
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AusaaHgsvcrbhidungeii 



Beispiel lA 



Benzyl-2-(benzyloxy)-5-brombenzoat 




5 Zu einer L5sung von 40 g (0. 1 84 mol) 5-Broin-2-hydroxybenzioesaure in 500 ml wasserfreiem Di- 
methylformamid werden 62 ml (0.46 mol) Benzylbromid und 76 g (0.553 mol) Kaliumcarbonat 
gegeben. Nach 16 h RQhren bei 85°C wird die abgekOhlte Mischung filtriert und das Filtrat wird 
im Vakuum zur Trockne eingeengt. Der Rackstand wird in Essigsaureethylester aufgenommen und 
mehrmals mit Wasser gewaschen. Die organische Phase wird Qber Natriumsulfat getrocknet, das 

1 0 Lostingsmittel im Vakuum eingedainpft und der RUckstand aus Petroledier umkristallisiert. 

Ausbeute: 58 g (79% d. Th.), Feststoff 
HPLC (Methode 1): R, = 5.81 min. 
MS (DCI(NH3)): m/z = 414 (M+NH4)'". 

'H-NMR (300 MHz, ds-DMSO): 6 - 5.2 (s. 2H), 5.3 (s, 2H), 7.23 (d, IH), 7.25-7.45 (m, lOH), 
15 7.70 (dd, IH), 7.8 (d. IH). 

Beispiel 2A 

2-(Ben2yloxy)-5-brombenzoesaure 



Darsteliung siehe Collect. Czech. Chem. Commun., 1976, 41, 3384-3387. 30.6 g (77 mraol) 
20 Benzyl-2-(benzyloxy)-5-brombenzoat (Beispiel lA) werden in 450 ml THF / Wasser (1:1) gelost 
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und mit 77 nil IN Natriunihydroxid-Losung versetzl. Das Reaktionsgemisch wird 24 h bei 80°C 
gerQhrt. Im Vakuum wird auf ein Volumen von 100 ml eingeengt und mit Diethylether extrahiert. 
Die wassrige Phase wird abgetrennt, mit IN SalzsSure auf pH 1 gestellt und mehrmals mit 
Essigsaureethylester extrahiert. Die organische Phase wird uber Magnesiumsulfat getrocknet und 
5 im Vakuum zur Trockne eingeengt. 

Ausbeute; 21 g (89% d. Th.), Feststoff 

GC-MS (Methode 2): R, = 12.90 min, 

MS (EI+): m/z == 306 (M)' : 

'H-NMR (400 MHz, d^-DMSO): 5 = 5.21 (s, 2H), 7.17 (d, IH), 7.31 (m„ IH), 7.38 (me, 2H), 7.47 
10 (mc, 2H), 7.64 (dd, IH), 7.73 (d, IH), 13.05 (br. s, IB). 

Bcispiel 3 A 

Methyl-2-(benzyloxy)-5-brom-JV-(^err-butoxycarbonyl)-beta-oxophenylalaninat 



Y 1<CH3 
Br O CHg ^ 

Zu einer auf O-'C gekOhlten Losung 1 von 17.5 g (57 mmol) 2-(Benzyloxy)-5-brombenzoesaure 
15 (^eispiel 2A) in 80 ml absolutem Dichlormethan werden unter Argon 18.8 m! (0.143 mmol) 
l-Chlor-;^.Ar2-triraethylpropenylamin zugegeben. Es wird 1 h bei O^C geruhrt. In einem zweiten 
Kolben werden unter Argon 26.6 g (0.114 mmol) Methyl-JV-(!'erf-butoxycarbonyJ)-3-oxoserinat 
(Darstellung siehe Synthesis, 1992, 1248-1254) in 770 ml absolutem THF bei -70°C mit 143 ml 
(228 mmol) einer 1.6M Losung von n-Bulyllithium in Hexan versetzt und fiir 20 min geruhrt. 
20 AnschlieJlend wird bei -70<'C das in L3sung 1 erzeugte Saurechlorid langsam zugetropfl. Nach 
beendeter Zugabe wird langsam auf RT erwarmt und weitere 24 h intensiv geruhrt. Die 
LSsungsmittel werden im Valcuum eingedampft, der Riickstand wird in EssigsSureethylester 
aufgenommen und nacheinander mit eisgekiihlter 0.5%iger Schwefelsaure und IN Kalium- 
hydrogencarbonat-Losung gewaschen. Die organische Phase wird uber Magensiumsulfat 
25 getrocknet und das Ldsungsmittel wird ira Vakuum eingeengt. Der Riickstand wird saulen- 
chromatographisch an Kieselgel 60 gereinigt (Cyclohexan:Essigsaureethyiester 20:1). 
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Ausbeute: 19 g (70% d. Th.), Feststoff 
HPLC (Methode 3): Ri - 5,26 min. 
MS (DCICNHs)): ni/z- 495 (M+NH,)"^. 

'H-NMR (400 MHz, d^-DMSO): 5 = 1.35 (s, 9H), 3.54 (s, 3H), 5.25 (s, 2HX 5,68 (d, IH), 7.2 (d, 
5 IH), 7.3.7.5 (m, 5H), 7.65-7,78 (m, 3H). 

Beispiei 4A 

Methyl-2-(benz>^loxy)-5"brojm-iV"(^er^butoxycarbonyl)-beta-li^ 




Unter Argon werden 2.1 ml einer IM Losung (S)-2-Methyl-CBS"Oxazaborolidin in 25 ml 
10 Tetrahydrofuran vorgelegt und mit 4.8 ml (27 aimol) Boran-TV^AT-diethylanilin-Komplex versetzl. 
Nach 30 min Riihren bei RT werden bei O'^C 10 g (20.9 mmoi) Methyl-2-(benzyloxy)-5~brom-7V- 
(^er^''butoxycarbonyi)"beta-oxophenylalaninat (Beispiei 3A) gelost in 25 ml THF zugeiropft. Nach 
beendeter Zugabe wird die Losung unter iangsamein Erwannen auf RT 16 h geruhrt. AnschlieJiend 
tropft man 15 ml Methanol langsam hinzu und engt im Vakuum ein. Der Ruckstand wird 
15 chromatogiaphisch an einer praparativen RP-HPLC gereinigt. Das Produkt liegt als threo / erythro 
Gemisch (1:5) vor. Der Enantiomerenuberschuss (ee) betragt jeweils 55%, ermittelt durch 
analytische HPLC an chiraler Phase (Methode S). 

Ausbeute: 5.1 g (51% d. Th.). 

threo-Isomer: 

20 LC-MS (Methode 4): Rt = 2,59 min 

MS (ESI): m/z = 480 (M-^-H)^ 

'H-NMR (300 MHz, CDCI3): 5 ^ 13 (s, 9H), 2.66 (br, IH), 3.75 (s, 3H), 4.77 (br. IH), 5.14 
(iHc, 2H), 5.25 (br. s, IH), 5,58 (bn s, IH), 6.8 (d, 1 H), 7,28-7,50 (m, 6 H), 7.55 (d, IH). 
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LC-MS (Methode 4): R, = 2.57 min 
MS (ESI): m/z= 480 (M+H)\ 

"H-NMR (400 MHz. CDCh): 8 = 1.43 (s, 9H), 3.40 (s, 3H), 4.49 (br. d, IH), 4.71 (br. m. IH), 5.05 
5 (me, 2H), 5.34 (br. m, IH), 5,40 (br. m, IH), 6.77 (d, 1 H), 7.28-7.45 (m, 6 H), 7.47 (d, IH). 

Bcispiel 5A 

Methyl-(betaR)-2•<ben2yloxy)-5-b^om-#-(/e^•^butoxycarbonyl)-beta-hydroxy-L-phenylalMli 




Die Verbindung aus Beispiel 4A wird als Isomerengemisch durch Chromatographie an einer 
10 chiralen stationaren Phase (Methode 9) in die vier Diastereoraere getrennt. Die Zielverbindung 
wird als dritte Fraiktion eluiert. 

LC-MS (Metliode 6): = 2.75 min 

MS (ESI): m/z = 480 (M+H)"". 

Beispiel 6A 

15 MethyKbetaR)-2-(ben2yloxy)-5-brom-jV-(/e/'^bufoxycarbonyJ)-beta-{[?e/'^butyl(dimetIiyl)si 
oxy } -L-phenylalaninat 
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Eine Losung von 200 mg (0.416 mmoi) MethyKbetaR)-2-(benzyloxy)-5-brom-JV-(/cr^ 
butoxycarbonyl>-beta-hydroxy-L-plienyIalaninat (Beispjel 5A) in 2.5 ml DMF wird bei mit 
220 mg (0.832 mmoI) Trifluormethansulfonsaure-fert-butyldimethylsilylester, 0.084 mg 
(0.832 mmol) Triethyiamin und 1 mg (0.42 mmol) 4-Dim6thylaminopyridin versetzt und nach 
5 Aufwarmen auf RT fUr 24 Stunden gerUhrt. Die Reaktionsmischung wird mit Dichlormethan 
versetzt und nacheinander mit IN NatriumhydrogencarbonatlSsung und Wasser gewaschen. Die 
vereinigten organischen Phasen werden Ober Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert, eingeengt und 
im Vakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird chromatographisch gereinigt (RP-HPLC, Laufmittel 
Gradient aus Acetonitril / Wasser). 

1 0 Ausbeute: 140 mg (57% d. Th.) 

LC-MS (Methode 5): Rt = 3.51 min 

MS (ESI): m/z= 595 (M+H)". 

'H-NMR (300 MHz, CDCI3): 8 = -0.15 (s. 3H), -0.7 (s, 3H), 0.87 (s, 9H). 1.29 (s. 9H). 3.72 (s, 
3H), 4.7 (dd. IH), 5.0-5.3 (m, 3H), 5.68 (d, IH), 6.76 (d, 1 H), 7.25-7.50 (m, 7 H). 

15 Beispiel 7A 

2-(TrimethyIsi!yl)ethyI-2-(b6nzyloxy)-//-[(benzyIoxy)carbonyI]-5-(4,4,5,5-tetramethy!-I,3,2- 
dioxaborolan-2-yl)-L-phenylalaninat 



Zu einer LSsung aus 2.0 g (3.17 mmol) 2(fi)-Benzyloxycarbonylamino-3-(2-ben2yloxy-5-iod- 
20 phenyl)-propionsaure-(2-trimethylsilyl)-ethylester (Beispiel llA aus WO03/1 06480) in 30 ml 
DMSO werden 0.923 g (9.5 mmol) Kaliumacetat zugegeben. Die Mischung wird deoxygeniert, 
indem durch die kraftig gerUhrte LOsung 15 min lang Argon durohgeleitet wird. Dann werden 
0.924 g (3.64 mmol) 4,4,4',4',5,5,3',5'-Ootamethyl-2,2'-bi-K3,2-dioxaborolan und 0.1 16 g 
(0.160ramol, 0.05 Aquivalente) Bis-(diphenylphosphino)ferrocenpalladium(ir)chlorid zugegeben. 
25 Unter leichtem Argonstrom wird auf 80°C erhitzt und nach 6 h wieder abgekahlt. Die Mischung 




CH3 
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wird iSber Silicagel (Laufmittel: Djchlormethan) filtriert. Der Ruckstand wird saulen- 
chromatographisch an Silicagel (Laufmittel: CycIohexan:Ethylacetat 4:1) gereinigt. 

Ausbeute: L12 g (56% d. Th,) 

LC-MS (Methode 1 0): Rt = 3.02 min. 

5 MS (EI): m/z - 632 (M4-H)"*" 

^H^NMR (200 MHz, CDCls): 5 - 0,92 (dd, 2H), 1.31 (s, 12H), 2.95^3.95 (m, 2H), 4.11 (nie, 2H), 
4.55 (II (iDc, IH), 4.99 (s, 2H), 5,08 (s, 2H), 5.53 (d, IH), 6.90 (d, IH), 7.15-7.47 (m, lOH), 7.58 
(d, IH), 7.67 (dd, IH). 



10 MethyK2S3R)-3-(4,4'-bis(benzyloxy)-3'-{(2S>2-{E(ben2yloxy)^ 

(trimethylsilyl)ethoxy]propyl}biphenyl-3-yi)-2-[(fer/-butoxycarbonyI) 
(diTnethyl)silyl]oxy}propaiioat 



Eine Losung von 2.0 g (3.36 mmo!) Methyi-(betaR)-2''(ben2yloxy)-5-brom-JV-(^er^butoxy- 
15 carbonyl)-beta-{[?er/-butyI(dimethyl)silyIloxy}-L-phenylaIanmat (Beispiel 6A) und 2.92 g 
(3 .70 mmol) 2'^(Trimethyisilyl)ethyl-2-(benzy loxy)-7V-[(benzy Joxy)carbony I3-5"(4,4,5,5-^^^^ 
tnethyM,3,2"dioxaboTolan-2"yl)"L"pheny}alaninat (Beispiel 7A) in 16 ml l-Methyl-2-pyrrolidon 
wird inertisiert md mit Argon gesattigt (ca, 30 min Argon durchleiten). AnschlieBend gibt man 
250 mg (0.34 mmol) Bis(d{phenylphosphino)ferrocen-palladium(ir)chlorid (PdCl2(dppf)), 2.19 g 
20 (6,73 mmol) Casiumcarbonat und 0.8 ml Wasser hinzu. Das Reaktionsgemisch wird mit Argon 
leicht iiberstromt und fur 3 h bei SO^'C geruhit. Die Mischung wird abgekuhlt, in 
Essigsaureethylester aufgenommen und nacheinander mit gesSttigter Natriumchlorid-Losung und 
Wasser gewasohen. Die organische Phase wird iiber Magensiumsulfat getrocknet und das 
Losungsmittel wird im Vakuum eingeengt. Der Ruckstand wird saulenchromatograpliisch an 



Beispiel 8 A 




TMSE 
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Kieselgel gereinigt (Cyclohexan:Essigsaureethylester Gradient; 15:1~>10:1) und anschlieiJend in 
Methanol ausgeiiihrt. Der entstandene Feststoff wird abfiltriert und im Hochvafcuum getrocknet. 

Ausbeute: 2.77 g (77% d. Th.). 

LC-MS (Methode 5): Rt = 3.75 min 

5 MS (El): m/z = 1 01 9 (M+H)* 

'H-NMR (300 MHz, CDClj): 5 = -0.11 (s, 3H), 0.00 (m, 12H), 0.8-0.95 (m, IIH), 1.17 (s, 9H), 
3.0-3.3 (m, 2H), 3.75 (s, 3H), 4.0-4.25 (m, 2H), 4.52-4.65 (m, IH), 4.77 (nio, IH). 4.92-5.3 (m, 
7H), 5.52-5.65 (m, IH), 5.77 (d, IH), 6.85-6.97 (m, 2H). 7.19-7.46 (m, 16H), 7.48-7.65 (m, 3H). 



10 Methyl-(2S,3R)-2-amino-3-(4,4'-bis(benzyloxy)-3'-{(2S)-2-{[(ben2yloxy)carbonyI]amino}-3-oxo- 
3-[2-(trimetIiylsilyI)ethoxy]propyl}biphenyl-3-yl)-3-{[/er/-bulyl(dimethyI)silyl3oxy}propanoat 

Hydrochlorid 



Zu einer auf 0°C gekuhlten Losung von 1.64 g (1.61 mmol) Methyl-(2S,3R)-3-(4,4'- 
1 5 bis(benzyloxy)-3'-{(2S)-2- {[(benzyloxy)carbonyl]amino}-3-oxo-3-[2-(trimethylsilyl)ethoxy3- 

propyI}biphenyl-3-yl)-2-[(fer/-butoxycarbonyl)amino]-3-{[/e?-/-butyl(dimethyI)silyl]oxy}propanoat 
(Beispiel 8A) in 5 ml wasserfreiem Dioxan werden 30 ml einer 4M Chlorwasserstoff-Dioxan- 
Losung iiber ca. 20 min hinzugegeben. Nach 3 h Rtihren wird das Losungsmittel im Vakuum 
eingedarapft, das Rohprodukt im Hochvakuum getrocknet und olme weitere Reinigung fiir 
20 nachfolgende Synthesen eingesetzt, 

Ausbeute: quant. 

LC-MS (Methode 4): Rt = 3.24 min. 
MS (EI): m/z = 919 (M-HCi+H)-* 



Beispiel 9A 
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Beispicl lOA 

Methy^(2S3R)"2«[((2S,4R)-5-{[(benzyloxy)carbonyl]amino}-2-[(^er^butoxycarbonyO 
{{?er^butyl(dimethyl)silyI]oxy}pentanoy!)amino]-3-(4,4'-bis(benz^ 
oxy)carbonyI]amino}-3-oxo-3-[2-(trimethylsilyl)ethoxy3propyl}biphenyl-3-yI)-3^ 
5 methyl)silyl]oxy}propanoat 




z 



Zu einer auf O^C gekiUilten L6sung von LS4 g (L6I mmol) MethyK2S,3R)-2-amino-3'<4,4'- 
bis(ben2yloxy)-3*'{(2S)-2-{[(benzyloxy)carbonyl]amino}-3-oxo-3-[2-(trimet^^ 
pyI}biphenyl-3-yl)-3-{[ter^butyI(diinethyI)siIyI]oxy}propanoat Hydrochlorid (Beispiel 9A) und 

10 0,88 g (L77 mmol) 5-BenzyIoxycarbonylamino-2(5^-^err-butoxycarbonylamino-4(J2)</e^^^ 
butyldimetliylsilyloxy)-pentansaure (Beispiel 14A axis WO03/1 06480) in 25 ml wasserfreiem DMF 
werden 0,76 g (2,01 mmol) HATU und 0.58 g (4.5 mmol) jV,Ar-Diisopropylethylamin 
hinzugegeben. Nach 30 min Riihren bei O^'C werden zusMtzliche 0.15 g (L13 mmol) N,N- 
Diisopiopylethylamin hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wird 15 h bei RT geruhrt. Das 

15 Losungsmittet wird dann eingedampft und der RUckstand in Dichlonnethan aufgenommen. Die 
organische Phase wird nacheinander mit Wasser, 0.2N Salzs^ure und gesSttigter wassriger 
Natriumchlorid-L5sung gewaschen, uber Natriumsulfat getrocknet und eingeengt. Das Rohprodukt 
wird saulenchromatographisch . an Kieselgel mit Dichlormethan/EssigsSureethylester (Gradient 
30/l->20/1^2/l) gereinigt. 

20 Ausbeute: 1 .94 g (86% d Th.) 

LC-MS (Methode 4): - 3.98 min, 

MS (EI): m/z - 1397 (M+H)"". 
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Beispiel llA 

MethyK2S,3R)-2-({(2S)-3-{Kbenzyloxy)carbonyl]amino}-2-[(;erf-butoxycarbonyl)aniino]- 
butanoyl)amino)-3-(4,4'-bis(benzyloxy)-3'- {(2S)-2-{ [(benzyloxy)carbony l]amino} -3-oxo-3-[2- 
(trimethylsi!yl)6thoxy]propyl}biphenyl-3-yl)-3-{[/er/-butyI(dimethyI)silyl]oxy}propanoat 



Die Herstellung erfolgt analog Beispiel lOA aus 0.352 g (0.37 mmol) Methyl-(2S,3R)-2-ainino-3- 
(4,4'.bis(ben2yloxy)-3'-{(2S)-2-{[(benzyloxy)carbonyl]araino}-3-oxo-3-[2-(tr!met]iylsilyl)ethoxy]- 
propyl}biphenyl-3-yl)-3-{[re?'/-butyl(dimethyl)silyl]oxy}propanoat Hydrochloric! (Beispiel 9A) 
und 142 mg (0.41 mmol) (2S)-4-{[{Benzyloxy)carbonyl]amjno}-2-[(^er/-butoxycarbonyl)amino]- 
10 butancarbonsaure mit 154 mg (0.41 mmol) HATU und insgesamt 167 mg (1.29 mmol) Htinig-Base 
in 5 ml absolutem DMF. 

Ausbeute: 412 mg (72% d. Th.) 

LC-MS (Methode 4): Rt = 3.55 min. 

MS (EI): m/2= 1253 iU+Hf. 

15 Beispiel 12A 

Methyl-(2S,3R)-2-({(2S)-5-{[(benzyloxy)carbonyI]amino}-2-[(?erf-butoxycarbonyl)amino]- 

pentanoyl}amino)-3-(4,4'-bis(benzyloxy)-3'-{(2S)-2-{[(benzyloxy)carbonyI]amino)-3-oxo-3-[2- 

(trimethylsilyl)etlioxy]propyl}biphenyl-3-yI)-3-{[re7-/-bu1yI(dimethyl)silyI]oxy}propanoat 




'z 
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Die Herstellung erfolgt analog Beispiel lOA aus 0,98 g (h02 mmol) MethyK2S,3R)-2-amino-3- 
(4,4'-bis(benzyIoxy)-3*-{(2S)-2-{[(benzyioxy)carbonyl]amino}-3-oxo-3-[2-(trim 
propyI}biphenyl^3-yl)-3- {[^er/-butyI(dimethyl)silyi]oxy}propanoat Hydrochlorid (Beispiel 9A) 
5 und 0,45 g (1 .23 mmol) A^^-[(Ben2yloxy)carbonyl]-A/^-(/e7Y-butoxycarbonyl)-L-omithin mit 0.486 g 
(1.28 mmol) HATU und insgesamt 0,463 g (3,58 mmol) Hiinig-Base in 16 ml absolutem DMF, 

Ausbeute: L06 g (68% d. Th.) 

LC-MS (Methode 4): Rt = 3.56 min. 

MS (EI): m/z- 1267 (M+H)^ 

10 Beispici 13A 

Methyl-(2S,3R)-2-({(2S)"3-{[(benzyloxy)carbonyl]amino>-2-[(/er/-butoxycarbon 

hexanoyl}amino)-3<4,4*-bis(benzyloxy)-3'-{(2S)-2"{[(benzyloxy)carbonyl]amino}-^ 

(trimethylsilyl)ethoxylpropyl}biphenyI-3-yI)-3-{[irer^butyl(dimet^^ 
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Die Herstellung erfolgt analog Beispiel lOA aus 0.38g (0.40 mmol) Methyl-(2S,3R)-2-aniino-3- 
(4,4'-bis(ben2yloxy)-3'-{(2S)-2-{[(b6nzyloxy)carbony!3amrao}0-oxo-3-[2Ktrime%lsiiyl)ethox^^ 

propyl}biphenyl-3-yl)-3-{[ife/'f-butyI(diinethyl)silyl]oxy}propanoat Hydrochloric! (Beispiel 9A) 
und 0.18 g (0.48 mmol) A'*-[(BenzyIoxy)carbonyl3-iV^-(/err-butoxycarbonyl)-L-]ysin mit 0,188 g 
5 (0.50 mmol) HATU und insgesamt 0. 1 80 g (1 .39 mmol) HOnlg-Base in 5 ml absolutem DMF. 

Ausbeute: 0.63 g (78% d. Th.) 

LC-MS (Methode 4): R, = 3.57 min. 

MS (EI): m/z = 1281 (M+H)*. 

Beispiel 14A 

10 (2S)-2-{[(Benzyloxy)carbonyl3amino)-3-{4,4'-bis(benzyloxy)-3'-[(lR,2S)-2-({(2S,4R)-5- 

{[(benzyloxy)carbonyl]amino}-2-[(ferr-butoxycarbonyl)amino]-4-Iiydroxypentanoyl}amino)-l- 
hydroxy-3-metlioxy-3-oxopropyljbiphenyl-3-yI}propionsaure 



Zu einer Losung von 183 mg (0.13 mmol) MethyK2S,3R)-2-[((2S,4R)-5.{[(ben2yIoxy)carbonyl]- 
15 amino}-2-[(to-r-butoxycarbonyI)amino]-4-{[to-/-butyl(dimethyl)silyl]oxy}pentanoyl)amino]-3- 

(4,4Lbis(benzyloxy)-3'-{(2S)-2-{[(benzy!oxy)carbony!]amino}-3-oxo-3"[2-(trimethylsilyl)ethoxy]- 
propyl}bipiienyl-3-yl)-3-{[fer^butyI(dimethyl)silyl3oxy}propanoat (Beispiel lOA) in 2.65 ml abso- 
lutem DMF werden bei RT tropfenweise 0.52 ml IN Tetrabutylammoniumfluorid~L6sung in THF 
hinzugegeben. Nach 60 min bei RT wird auf 0°C abgekuhlt und mit Eiswasser versetzt. Es wird 
20 sofort mit Essigsaureethylester und etwas IN SalzsSure-Losung versetzt. Die organische Phase 
wird Qfaer Magnesiumsulfat getrocknet, im Vakuum eingeengt und 1 h im Hochvakuum getrocknet. 
Das Rohprodukt wird ohne weitere Reinigung umgesetzt. 

Ausbeute: quant. 




z 
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LC-MS (Method© 4): R, = 2.82 min. 
MS (EI): m/z= 1069 (M+H)' . 



Analog zur Vorsohrift des Beispiels 14A werden die in der folgenden Tabelle aufgefuhrten 
5 Beispiele 15A bis 17A hergestellt. 



Beispiel- 
Nr. 



Vorstufe 
Beispiel 



Struktur 



Analytische Daten 



ISA 



llA 




LC-MS (Methode 4): Rt = 2.89 



mm. 



MS (EI): rn/z = 1039 (M+H)*. 



16A 



17A 



12A 




LC-MS (Methode 5): R< = 3.07 



min. 



MS (EI): m/z= 1053 (M+H)*. 



"CH, 



13A 



BnO 




LC-MS (Methode 4): R, = 2.91 



mm. 



MS (EI): m/z = 1067 (M+H)^ 
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Beispiel 18A 

MethyI-(2S,3R)-2-({(2S,4R)-5-{[(benz>'Ioxy)carbonyI]amino}-2-[(rm-butoxycarbonyl)amino]-4-- 

hydroxypentanoyl}amino)-3-{4,4'-bis(benzyloxy)-3'-[(2S)-2-{[(benzyloxy)carbonyl]amino}-3-oxo- 

3-(pentafluorphenoxy)propyI]biphenyl-3-yl}-3-hydroxypropanoat 



141 mg (Rohprodiikt, oa. 0.13 mmol) (2S)-2-{[CBeii2yloxy)carbonyl]amino}-3-{4,4'-bis- 
(benzyloxy)-3'-[(lR,2S)-2-({(2S,4R)-5-{[(b&nzyloxy)carbony!]ainino}-2-[(re//-butoxycarbonyI)- 
amino]-4-hydroxypentanoyl}amino)-l-hydroxy-3~methoxy-3-oxopropyI]biphenyl-3-yl}- 
propionsaure (Beispiel 14A) werden in 5 ml Dichlorniethan vorgelegt und mit 121 mg (0.66 mmol) 
10 Pentafluorphenol, gel6st in 1 mi Dichlormethan, versetzt. Man fttgt 2 mg (0.01 mmol) DMAP 
hinzu und kuhlt auf-25°C (Ethanol/Kohlendioxid-Bad). Bei -IS^C werden 39 mg (0.172 mmol) 
EDC hinzugeSgt. Die Mischung erwarmt sich uber Nacht langsam auf RT. Die 
Reaktionsmischung wird im Vakuum eingeengt und im Hochvakuum kurz getrooknet. Das 
Rohprodukt wird ohne weitere Reinigung umgesetzt. 

15 Ausbeute: quant. 

LC-MS (Methode 5): Rt = 3.34 min. 

MS (EI): ni/z = 1235 (M+H)'. 

Analog zur Vorschrift des Beispiels ISA werden die in der folgenden Tabelle aufgefuhrten 
Beispiele 19A bis 21A hergestellt. 




NH 



5 
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Beispicl- 
Nr. 



Vorstufe 
Beispiel 



Struktiir 




Analytische Daten 



19A 



ISA 



HN, 



LC-MS (Methode 4): R, = 3.21 
min. 

MS (EI): m/z - 1205 (M+H)*. 



20A 



21A 



16A 




LC-MS (Methode 5): Ri = 3.38 
min. 

MS (EI): m/z = 1219 (M+H)*. 



-CH, 



17A 




LC-MS (Methode 4): R, = 3.22 



min. 



MS (EI): m/z= 1233 (M+H)*. 



Beispiel 22A 

Methyl-(2S,3R)-2-[((2S,4R)-2-amino-5-{[(benzyloxy)carbonyl]amino}-4-hydroxypentanoyl)- 
amino]-3-{4,4'-bis(benzyloxy)-3'-[(2S)-2-{[(benzyloxy)oarbonyl3ainmo}-3-oxo-3-(pentafIuor- 
5 phenoxy)propyl3biphenyl-3-yl}-3-hydroxypropajioat Hydrochlorid 
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0.163 g (Rohprodukt, ca, 0,132 mmol) Methyl'-(2S,3R)-2-({(2S,4R)-5".{[(benzyloxy)carbonyl3- 
amino } -2-[(/er^*butoxy carbouyl)am ino] -4'hydroxypentanoy 1 } amino)-3 ^ 
[(2S)-2-{[(benzyioxy)carbonyl]amino}-3-oxo-3<pentafluorphenoxy)propyl]biphenyl'3--yl}-3- 
5 hydroxypropanoat (Beispiel 18A) werden bei O^C in 4 ml einer 4M Chlorwasserstoff-Dioxan- 
Losung gelost Nach 2.5 h bei O'^C wird die Reaktionslosung bei im Vakuuni eingeengt, mehrmals 
mit Dichlormethan coevaporiert iind im Hochvakuum getrockiaet. Das Rohprodukt wird ohne 
weitere Reinigung umgesetzt. 

Ausbeiite: quant. 

10 LC-MS (Metliode 5): R, - 2.71 min. 

MS (EI): m/z - 1 135 (M-HCHH)^ 

Analog zur Vorschrift des Beispiels 22A werden die in der folgenden Tabelle aufgefiihrten 
Beispiele 23A bis 25A hergestellt. 
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Beispiel** 
Nr. 



Vorstufe 
Beispiei 



Struktur 



Analytische Daten 



23A 



19A 




LC^MS (Methode 6): = 2.92 



mm. 



MS (EI): m/z- 1104 (M-^HCl+H)''. 



PFP I 
HN> 



O 

xHCI 



24A 



20A 




LC-MS (Methode 5); R, = 2.77 



min. 



MS (EI): m/z = 1 1 19 (M-HCl+H)^ 



25A 



21A 




LC-MS (Methode 5); R, - 2.82 



num. 



MS (EI): m/z- 1133 (M-HCl+H)"^. 



Beispiei 26A 

MethyH7R,8S, 1 1 S,14S)-5,1 7-bis(benzyloxy)-14-{[(ben2yloxy)carbonyI]amino}-l I-((2R)-3- 
{[(ben2gfloxy)carbonyl3atnino>-2-hydroxypropyl)-7-hydro::Q'-10,13-dioxo-9,12-diazatri- 
5 cyclo[ 1 4.3. 1 . 1 ^*]henicosa-l (20),2(21 ),3,5, 1 6,1 8-hexaen-8-carboxylat 
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NH 



z 

150 mg (Rohprodukt, ca. 0,13 mmol) Methyl-(2S,3R)-2-[((2S,4R)-2^amino-5-{[(benzyloxy)- 

carbonyl]amino}-4-hydroxypentanoyl)anaino]-3"{4,4'-bis(ben2yloxy)-3-[(2S)-2-(K 

carbonyl]amino}-3-oxo-3<pentafluorphenoxy)propyI]biphenyl-3-yl}-34iydroxypropanoat 

5 Hydrochlorid werden in 150 ml Dichlormethan gelost und tropfeaweise niit einer Losung von 
0.37 ml Triethylamin in 30 ml Dichlormethan versetzt. Es wird iiber Nacht bei RT geruhit. Zur 
Aufarbeitung wird das Gemisch schonend im Vakuum einrotiert und der Ruckstand in Acetonitril 
verrUhrt, Der Feststoff wird abfiltriert, mit Acetonitril gewaschen und im Hochvakuum getroclcnet. 

Ausbeute: 73 mg (58% d. Th., iiber vier Stufen ausgehend von Beispiel lOA). 

1 0 LC-MS (Methode 5): Rt 3 .02 min, 

MS (EI): mix - 95 1 (M+H)"". 

'H-NMR (300 MHz, d^-DMSO): 5 = L42-L61 (m, IH), L7-1.95 (m, IH), 2.92 (mc, IH), 3.02>3.13 
(m, 2H), 3.3 (m, IH unter D^O), 3,68 (s, 3H), 4,45 (mc, IH), 4,68 (mc, IH), 4,83-5.25 (m, 9H), 5.77 
(d, IH), 5.86 (d, IH), 6.53 (d, IH), 6,95-7.2 (m, 4H), 7.21-7.60 (m, 23H), 8,54 (d, IH), 8.64 (d, 
15 IH). 

Analog zur Vorschrift des Beispiels 26A werden die in der folgenden Tabelle aufgefUhrten 
Beispiele 27A bis 29A hergestellt. 
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Beispiel" 



Vorstufe 
BeispicI 



Struktur 



Analytische Daten 



27A 



23A 



BnO- 



HN 
z 




LC-MS (Methode 5): Rt = 3,09 
min. 

MS (EI): m/z - 921 (MhhH)\ 



28A 



BnO 




LC-MS (Methode 5): R, = 3.10 
min. 

MS (EI): m/z = 935 (M+W- 

'H-NMR (300 MHz, dfi-DMSO): 6 
- 1.42-1.75 (m, 4H), 2.92 (m^, 
IH), 3.02 (m«, 2H), 3.38 (mc, IH), 
3.7 (s, 3H), 4.46 (mo, IH), 4.7 (m„ 
IH), 4.65-5.22 (m, 9H), 5.64 (d, 
IH), 5.84 (d, IH), 6.5 (d, IH), 
6.95-7.1 (m, 3H), 7.15-7.55 (m, 
24H), 8.43 (d, IH). 8.74 (d, IH). 



29A 



25A 



BnO 




LC-MS (Methode 6): R, = 3.12 
min. 

MS (EI): m/z = 949 (M+H)^. 



"CH, 
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Bcispiel 30A 

(7R,8SJISJ4S)-5J7-Bis(benzyioxy)-i4-{[(benzyloxy)carbonyl]amino}-^ 
oxy)carbony I]amino} -2"'hydroxypropy I)-7-hy droxy- 1 0, 1 3-dioxo-9, 1 2''diazatricyclo [ 1 4.3 . L 1 ^'^]- 
5 hen i cosa- 1 (20) ,2(2 1 ),3 ,5 , 1 6 , 1 8-hexaen-8-carbonsaure 



Eine Suspension aus 25 mg (0,026 mmol) Methyi<7R,8S,llS,14S)-5,17-bis(benzyloxy)-14- 
{[(benzyloxy)carbonyI]amino}-ll-((2R)"3-{[(benzyioxy)carbonyI]amino}-2-hydroxypropyl)-7- 
hydroxy-10,i3-dioxo-9J2-diazatricyclo[14JJ.l^*^]henicosa-l(20X2(21),3,5 
10 carboxylat (Beispiel 26A) in 10 ml Dioxan /Wasser (4:1) wird nach Zugabe von 0.53 mi 
(0,053 inmol) einer 0,1N wassrigen Lithiumhydroxid-Losung fur 3 h bei lO'^C geruhrt, Durch 
Zugabe von O.IN Salzsaure wird auf pH 2 gestellt, der ausgefallene Feststoff wird abfiltriert und 
im Hochvakuum getrockiiet. 

Ausbeute: 24 mg (98% d. Th.) 

15 LC-MS (Methode 6): Rt - 2.85 min. 

MS (EI); m/z - 937 (M-^Hf. 

Bcispiel 31 A 

(7R,8S,llS,14S)-5,17-Bis(ben2yloxy)-14-{[(ben2yloxy)carbonyl3anu^^ 
carbonyI]ammo}propyl)-7-hydroxy-l 0, 1 3-dioxo-9, 1 2^diazatricyclo[ 14.3. 1 . l^''^]henicosa- 
20 l(20),2(21),3,5,16,18-hexaen-8-carbonsaure 




z 
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Eine Suspension aus 30 mg (0.032 nimol) MethyK7R,8SJ lS,14S>5,17-bis(benzyloxy^I4- 
{[(ben2yioxy)carbonyl]amino}-^<3-{[(benzyloxy)carbonyl]amino}propyl)-7-hydr^ 
dioxo-9J2-diazalTicyclo[143J J^*^]henicosa-l(20),2(21X3,5,16J8-^^^ (Beispiel 
5 28A) in 25 ml Tetraliydroforan / Wasser (4:1) wird nach Zugabe von 0.64 nil (0,054 mmol) einer 
0,1N wassrigen Lithiumhydroxid-L5sung fur 12 h bei RT geruhrt. Durch Zugabe von O.IN 
Salzsaure wird auf pH 2 gestellt, der ausgefallene Feststoff wird abfiltriert and im Hochvakuum 
getrocknet. 

Ausbeute: 25 mg (85% d. Th.) 
1 0 LC-MS (Methode 5): Rt = 2.95 min. 
MS (EI): Wz = 921 (M+H)''. 

Analog zur Vorschrift des Beispiels 31A werden die in der folgenden Tabelle aufgefuhrten 
Beispiele 32A und 33A hergestellt. 



Beispiel- 
Nr, 


Vorstufe 
Beispiel 


Straktur 


Analytische Daten 


32A 


27A 


BnO — ^ y ^ ^ — OBn 

z O O 
^NH 

z 


LC-MS (Methode 4): Ri = 2.37 
min. 

MS (EI): ra/z = 907 (M+H)' . 
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Beispiel- 
Nr. 


Vorstufe 
Beispiei 


Struktur 


AnaEytischo Daten 


33A 


29A 


BnO — <^ <( )> — OBn 

S 

z 


LC^MS (Methode 4): Rt - 2,79 
min. 

MS (EI): m/z - 935 (M+H)^, 



Beispiei 34A 

Ben2yl-<(2R>3-[(7R,8S,1 lS44S)-8-{[(2-aminoethyl)amino]carbonyl}-54 7-bis(benzyloxy> 
{[(benzyloxy)carbonyl3amino}-7-hydroxy-10J3-dioxo-9J2-diazatrxcycIo[14JJa^-'^]henk^^ 
5 1 (20)^2(21 ),3,5, 1 6,1 8-hexaen-l 1 -yI]-2-hydroxypropyl} carbamat 




rvlH 
z 

Eine L9sung aus 40 mg (0.042 mmol) Methyl-(7R,8S,nS,14S)-5,17-bis(benzyloxy)-14- 
{[(benzyloxy)carbonyl]amino>-ll-((2R)-3-{l(benzyloxy)carbonyl]aniino}-2-hydroxypropyl)-7- 
hydroxy-10,13-dioxo-9,12-diazatrjoyclo[14.3JJ^'>enicosa-l(20),2(21),3,546,18-hexae 
10 carboxylat (Beispiei 26A) in 1.5 ml U-Diaminoethan wird nach Zugabe von 0.55 mg 
(0.008 mmol) Kaliumcyanid 16 h bei RT gerOhrt Nach Zugabe von Wasser wird der ausgefallene 
Feststoff abfiltriert und im Hochvakuum getrocknet 

Ausbeute: 27 mg (65% d. Th.) 



BNSDCWIO: <WO. .S005118613A2..I..> 



wo 2005/118613 



.53 - 



PCT/EP2005/005223 



LC-MS (Methods 5): Ri == 2.39 min. 



MS (EI): in/z = 979 (M+H)' . 

Analog zur Vorschrift des Beispiels 34A werden die in der folgenden Tabelle aufgefulirten 
Beispiele 35 A bis 37A hergesteilt. 



Nn 



Vorstufe 
Beispiel 



Struktur 



Attalytische Daten 



35A 



27A 



BnO 




LC-MS (Methode 5): R* - 2.41 



min. 



MS (EI): m/z - 949 (M+H)"". 



36A 



28A 



BnO 




LC-MS (Methode 5): Rt - 2.38 
min. 

MS (EI): ni/z - 963 (M+H)'', 



37A 



29A 



BnO 




LC-MS (Methode 5): Rt - 2,46 



min. 



MS (EI): m/z = 977 {M+Uf 



Beispiel 38 A 

Benzyl~{2-[(7R,8S,llS,14S)-5a7"bis(benzyloxy)-14-{[(benzyIoxy)carbony^^ 
aminoethy0amino]ethyl}amino)carbonyi]-7"hydroKy-10,I3-dioxo-9J2-diazatricyclo[14J.Ll^*^ 
henicosa- 1 (20),2(2 1 ),3 , 5, 1 6, 1 8-hexaen- 1 1 -yl] ethyl } carbamat 
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Z 



Die Herstellung erfolgt analog zu Beispiel 34A aus 15 mg (0.02 mmol) MethyK7R,8S,llS,I4S)- 
5, 17-bis(benzyloxy)-l 4-{{(benzyloxy)caibonyI]amino}-l l-(2- {[(benzyloxy)carbonyl]aniino} - 
ethyl)-7-hydroxy-10,13-dioxo-9,12-diazatricyclo[i4.3.1.1^'*]henicosa-l(20),2(21),3,5,I6,18- 
5 hexaen-8-carboxy5at (Beispiel 27A) in 0.5 ml W;A/^-Bis(2-aminoethyl)ethan-l,2.diainin und mit 
0.1 1 mg (0.0016 mmol) Kaliumcyanid. 

Ausbeute: 14,4 mg (85% d. Th.) 

LC-MS (Methode 5): Rt = 1.99 min. 

MS (El): m/z = 1035 (M+H)"". 

10 Beispiel 39A 

MethyK7R,8S, 1 1 S,14S)-1 4-amino-l 1 -[(2R)-3-amino-2-hydroxypropyl]-5,7, 1 7-triliydroxy-10,l 3- 
djoxo-942-diazatricyclo[14.3.1.1^*]henicosa-l(20),2(21X3,5,16,18-hexaen-8-carboxylat 

Dihydrochlorid 




15 Es werden 30 mg (0.32 mmol) Methyl-(7R,8S,llS,14S)-5,17-bis(benzyIoxy)-14-{[(benzyloxy)- 
carbonyl]amino)-lI-((2R)-3-{[(benzyloxy)carbonyI]amino}-2-hydroxypropyl)-7-hydroxy-10,13- 
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dioxo-9,1 2-diazatricyclo[ 14.3. 1 , 1 ^■*']henicosa-l (20),2(2 1 ),3,5,1 6, 1 8-hexaen-8-carboxy lat (Beispiel 
26A) in ein Gemisch aus 10 ml Essigsaure/Wasser/Etiianol 4:1:1 gegeben. Dazu gibt man 10 mg 
Palladium auf Aktivkohle (10%ig) und hydriert anschlieBend 15 h bei Normaldruck. Das 
Reaktionsgemisch wird Uber vorgewaschenem Kieselgur fiitriert und das Filtrat im Vakuum 
5 einrotiert. Der Ruckstand wird mit 0.95 ml O.IN wSssriger Salzsaure versetzt und eingeengt. Man 
verruhrt den ROckstand mit 10 ml Diethylether urid dekantiert ab. Der zuriickgebHebene Feststoff 
wird im Hochvakuum getrocknet. 

Ausbeute: 18 mg (97% d. Th.). 

LC-MS (Methode 7): Rt = 2.29 min 

1 0 MS (EI): m/z - 503 (M-2HC]+H)^ 

'H-NMR (400 MHz, D2O): 5 = 1.8-1.93 (m, IH), 1.96-2.1 (m, IH), 2.83-2.93 (m, IH), 2.97-3.12 
(m, 2H), 3.5 (mc, IH), 3.77 (s, 3H), 3.95-4.05 (m, IH), 4.37-4.42 (m, IH), 4.9 im„ IH), 4.94-4.49 
(m, IH), 5.78 (ni„ IH), 6.84-6.95 (m, 3H), 7.27-7.42 (m, 3H). 

Analog zur Vorschrift des Beispiels 39A werden die in der folgenden Tabelle aufgefUlirten 
1 5 Beispiele 40A bis 46A hergestellt. 



Beispiel- 
Nr. 


Vorstufe 
Beispiel 


Struktur 


Analytische Daten 


40A 


27A 


HO—/ ^1 ^ V-OH 

0 0 

xHCI ] 


LC^MS (Methode 7): Ri - 2.23 
min. 

MS (EI): m/z - 473 (M-2HCH-H)''. 


41A 


28A 


HO—/ /"^ V~OH 

0 \ 0 

L XHCI 


LC«MS (Methode 7): Rt = 2.26 
min. 

MS (EI): ra/z- 487 (M-2HCH-H)''. 

>H-HMR (400 MHz, D2O): 5 
1.6-1.95 (m, 4H), 2.93-3.07 (m, 
3H), 3.5 (mc IH), 3.77 (s, 3H), 
4,41 (mc. IH), 4.7 (m,, IH), 4.89 
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Beispiel- 
Nr. 


Vorstufe 
Bcispiel 


Struktur 


Analytische Dateii 








(m«, IH), 5.74 (m„ IH), 6.84-6.92 
(m, 3H), 7.26-7.37 (m, 3H). 


42A 


29A 


HO— <^ / \ 

xHCt 1 


LC-MS (Methode 7): R, = 2.24 
min. 

MS (EI): m/z = 501 (M-2HC1+H)^. 


43A 


30A 


HO—/ y — V-on 

O V,„ 0 

X HCI 'OH 

L xHCI 


LC-MS (Methode 7): R, = 2.03 
min. 

MS (EI): m/z = 489 (M-2HC1+H)*. 

'H-NMR (400 MHz, D2O): 5 = 
L85 (me, IH), 1.95 (m^, IH), 2.85 
(m« IH), 2.93-3.07 (ra, 2H), 3.48 
(mo, IH), 3.9 (mc, IH), 4.3 (mc, 
IH), 4.43 (mc, IH), 4.92 (mc, IH), 
5,73 (mc, IH), 6.8-6.95 (ra, 3H), 
7.25-7.35 (m, 2H), 7.39 (s, IH). 


44A 


32A 


HO — ^ \ (. V-OH 

XHCI O V O 
l!lH, ''"CI 


LC-MS (Metliode 7): Rt = 2.07 
min. 

MS (EI): m/z = 459 (M-2HCH-H)^ 
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Beispicl- 
Nr. 


Vorstufe 
Bcispiel 


Struktur 


Analytische Daten 


45A 


31A 


HO— ^ y ^ J — OH 

/ p~Y-OH 

xHCI j 


LC-MS (Methode 7): R, = 2.19 
min. 

MS (EI); m/z = 473 (M-2HC1+H)'*. 

"H-NMR (400 MHz, D2O): 6 = 
1.65-1.95 (m, 4H), 2.93-3.07 (m, 
3H), 3.5 (nic IH), 4.4 {uic, IH), 
4.68 (mc, IH), 4.79 (m„, IH), 5.7 
(me, IH), 6.85-6.95 (m, 3H), 7.27- 
7.37 (m, 3H). 


46A 


33A 


HO—/ y — ^ 

/ o~Y-OH 

XHCI O =\ O 

1 X HCI 


LC-MS (Methode 7): R, = 2.07 
min. 

MS (EI): m/z = 487 (M-aHCl+H)"^. 



Beispiel 47A 

(7R,8S,llS44S>14-[(^erf-Butoxycarbonyl)amino]-ll-{(2R>3-[(/er^^^ 

hydroxy propyl } -5,7, 1 7"trihydroxy"'l 0, i 3 -dioxo-9, 1 2'-dia2atricyoio[ 1 4.3, 1 J^*^]henicosa- 

1 (20),2(2 1 ),3,5 , 1 6, 1 8-hexaen-8"Carbonsaure 
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50 mg (0.087 mraol) MethyK7R,SSJ lS,14S>14-aminO"I l-[(2R)-3'amino-2-hydroxypra^ 
5,7,174rihydroxy-i0,13-dioxo-9,12-diazatncyclo[143.1.1^^^ 

hexaen-8-carboxylat Dihydrochlorid (Beispiel 39A) werden in 0,43 ml (0,43 mmol) IN 
NatronJauge gelost und bei Raumtemperatur unter Ruhren mit 56.9 mg (0.26 iiwnol) Di-^er^-butyl- 
5 dicarbonat, gelost in 0.5 nil Methanol, versetzt. Nach 2 h Ruhren bei RT wird durch Zutropfen von 
0,1N Salzsaure auf pH 3 gesteUt, Man extrahiert dreimal mit EssigsSureethylester, trocknet die 
organische Phase iiber Magnesiumsulfat und dampft im Vakuum bis zur Gewichtskonstanz ein. 

Ausbeute: 37 mg (62% d. Th.). 

LC-MS (Metliode 6): Rt ^ 1 .83 min. 

1 0 MS (EI): m/2 - 703 {M^llf, 

Beispiel 48A 

(7R,8SJlSJ4S)"I4-[(^er^Butoxycarbo^yl)ami^o]-U-{3-[(^e^^butoxyca^bonyl)amino]propyl}- 

5,7J74rihydroxy^l0,13-dioxo-942-diazatricyclo[143JJ^'']henicosa-l(20),2(2O 
hexaen-8-carbonsaure 



Die Herstellung erfolgt analog Beispiel 47 A aus 50 mg (0.088 mmol) Methyl-(7R,8S,I1S,14S)" 
14-'amino-ll-(3-aminopropyl)-5,7,17"trihydroxy-10J3-dioxo-9,12-diazatric^^^ 
henicosa-l(20),2(2i),3,5J6,18-hexaen-8-carboxy]at Dihydrochlorid (Beispiel 41A) mit 58 mg 
(0.26 mmol) Di-to-^butyl-dicarbonat in 0.44 ml (0.44 mmol) IN Natronlauge und 0.5 ml 
20 Methanol 

Ausbeute: 4.6 mg (77% d. Th,). 

LC-MS (Methode 6): Rt = U93 min. 




15 



boc 
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Beispiel 49 A 

^err-Buty 1-[(1 S)-4'-[(f^r/-butoxycarbonyI)amino]- 1 -(hydroxymethy l)butyl]carbamat 




5 Eine Losung von 300 mg {0.90 mmol) i\f^,JV^-Bis(/er/-butoxycarbonyl)-L-omitliin in 10 ml 
Tetrahydrofuran wird bei -lO'^C mit 91 mg (0*90 mmol) 4-MethyimorphoIin und 98 mg 
(0.90 mmol) Chlorameisensaureethylester versetzt und 30 min gerflhrt. Bei dieser Temperatur 
werden L81 ml (LSI mmol) einer IM Losung von LWimmaluminiumhydrid in Tetrahydrofbran 
langsam zugetropft. Es wird langsam auf RT erwarmt und fur 12 h bei RT geruhrt, Unter 
10 Eiskuhlung gibt man vorsichtig 0.1 ml Wasser und 0.15 ml 4.5%ige Natriumhydroxid-Losung 
hinzu und rOhrt weitere 3 h bei RT. Der Ansatz wird filtriert und das Filtrat wird im Vakuum 
eingeengt. Der Riickstand wird in Ess igsaureethy tester gelost, mit Wasser gewaschen, iiber 
Magnesiumsulfat getrocknet und erneut im Vakuum zur Trockne eingeengt. Das Produkt wird 
ohne weitere Reinigung umgesetzt. 

1 5 Ausbeute: 239 mg (83% d. Th.) 

MS (ESI): m/z - 319 (M-^H)""; 341 (M+Na)\ 

Beispiel 50A 

(2S)-2,5-Bis[(^er^butoxycarbonyl)amino]pentyl-methansulfonat 




20 Eine Losung von 240 mg (0.75 mmol) fer^Butyl-[(lS)-4-[0er/-butoxycarbonyl)amino]-l- 
(hydroxymethyl)butyI]carbamat (Beispiel 49 A) in 20 ml Dichlormethan wird mit 103 mg 
(0.90 mmol) Methansulfonsaurechlorid und 0.21 ml (1.5 mmol) Triethylamin versetzt und fur 16 h 
bei RT geruhrt. Es wird mit Dichlormethan verdunnt und zweimal mit O.IN SalzsSure gewaschen. 
Die organische Phase wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum bis zur Trockne 

25 eingeengt. Das Produkt wird ohne weitere Reinigung umgesetzt. 
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Ausbeute: 21 8 mg (73% Th.) 
MS (ESI): m/z- 419 (M+Na)"". 
Beispiei 51A 

?e7-^Butyl"{(4S)-5-azidO"4"[(^e^'/-butoxycaibony!)amino]pentyl}carbama 



/boc 

HN 




Eine Losung von 218 mg (0.55 mmol) (2S)-2,5-Bis[(rer^butoxycarbonyI)amino]pentyl- 
methansulfonat (Beispiel 50A) in 15 ni! Dimethylformamid wird mit 36 mg (0.55 mmo!) 
Natriiimazid versetzt und 12 h bei 70^C geruhrt. Bin Groliteil des Losungsmitte! wird im Vakuum 
abdestiiliert und der Ruckstand wird mit Essigsaureethylester verdiinnt. Es wird mehrmals mit 
10 gesattigter Natriumhydrogencarbonat-Losung gewaschen, Uber Magnesiumstilfat getrocknet und 
im Vakuum zur Trockne eingeengt. Das Produkt wird ohne weitere Reinigung umgesetzt. 

Ausbeute: 1 88 mg (99% d. Tli.) 

MS (ESI): m/z = 344 (U+Jrlf. 

BeisDiel 52 A 

15 ^er^--Butyl-{(4S)-'5'-amino-4"[(rer^butoxycarbonyI)amino]pentyi}carbainat 




Eine LSsung von 188 mg (0,55 mmol) fer/-Butyl-{(4S>5''azido-4-[(/e?t-butoxycarbonyl)amino]" 
pentyl}carbamat (Beispiel 51 A) in Ethanol wird nach Zugabe von 20 mg Palladium auf Aktivkohle 
(10%ig) 12 h bei RT und Normaldruck hydriert. Es wird fiber Kieselgur filtriert und der Ruckstand 
20 mit Ethanol gewaschen. Das Filtrat wird im Vakuum zur Trockne eingeengt. Das Produkt wird 
ohne weitere Reinigung umgesetzt. 

Ausbeute: 102 mg (59% d. Th.) 

MS (ESI): m/z - 318 (M+Hf; 340 (M+Na)\ 

BNSDOCID; <WO. ?0051 IB^ISASJ 



wo 2005/118613 



"61 - 



PCT/EP2005/0(J5223 



Beispiet 53A 



?^r^Butyl'-{(3S>3-[(/e7Y-biitoxycarbonyl)amino]-4-hydroxybutyl}carbaiTiat 



HO- 




boc 



Die Herstellung erfolgt analog Beispiel 49A aus 300 mg (0,60 mmol) Dicyclohexylamino-(2S)- 
5 2,4-bis[(/er^butoxycarbonyl)amino]butanat in 10 ml Tetrahydroftiran mit 61 mg (0-60 mmol) 4- 
Methylmorpholin, 65 mg (0.60 mmol) Cliloranieisensaureethylester und L2 ml (L20 mmol) einer 
IM Losung von Lithiumaluminiumhydrid in Tetrahydrofiiran. Das Produkt wird ohne weitere 
Reinigung umgesetzt, 

Ausbeute: 174 mg (95% d, Th.) 

10 MS (ESI): m/z = 305 (M+H)^ 

Beispiel 54A 

(2S)"2j4-Bis[(/€r^-butoxycarbonyi)amino]butyl''methansuIfonat 



Die Herstellung erfolgt analog Beispiel 50A aus 250 mg (0.81 mmol) /er/-Butyi-{(3S)-3-[(^er/- 
15 butoxycarbonyI)aminol'-4-hydroxybutyl}carbamat (Beispiel 53 A) in 20 ml Dichlormethan mit 110 
mg (0.97 mmol) Methansulfonsaurechlorid und 0.23 ml (1,6 mmol) Triethylamin, Das Produkt 
wird ohne weitere Reinigung umgesetzt. 

Ausbeute; 200 mg (64% d. Th.) 

MS (ESI): m/z - 383 (M^H)*"; 400 (M+Na)"". 




boc 



H3C O 
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Beispiel 55 A 



tert-Butyl- { (3 S)-4-azido-3 -[(^e/'/-butoxy carbony l)aminoIbuty 1 } carbamat 




boc 



Die Herstellung erfolgt analog Beispiel 51 A aus 200 mg (0.52 mmol) (2S)-2,4-.Bis[(rer^- 
5 butoxycarbonyl)amino]butyl-methansulfonat (Beispiel 54A) iii 15 ml Dimethylformamid mit 34 
mg (0.52 mmol) Natriumazid. Das Produkt wird ohne weitere Reiniguag umgesetzt. 

Ausbeute: 171 mg (99% Th.) 

Beispiel 56 A 

/er/-Butyl'-{(3S)-4-amino-3-[(/er^-butoxycarbonyl)amino]butyl}carbamat 



Die Herstellung erfolgt analog Beispiel 52A aus 171 mg (0.52 mmol) rerf-Butyl-{(3S)-4-azido-3- 
[(^er^butoxycarbonyl)amino]butyl}carbamat (Beispiel 55A) in 10 ml Ethanol unter Zusatz von 20 
mg Palladium auf Aktivkohle (10%ig). Das Produkt wird ohne weitere Reinigung umgesetzt, 

Ausbeute: 1 1 7 mg (75% d. Th,) 

1 5 MS (ESI): m/z - 304 (M-i-H)''; 326 (M^-Na)", 

Beispiel 57A 

Benzyl-{(lS)-4-[(i^er^butoxycarbony!)a^^ino]-14({2-[(/er^butoxycarbonyl)amino]eth^ 
oarbonyljbutyl} carbamat 




boc 



10 




H 




boc 



H 
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Unter Argon werden 300 mg (0.82 mmol) JV^-[(Benzyloxy)carbonyl3-A/^~(^er/'-butoxycarbony!)-L- 
omithin unci 171 mg (L06 mmol) /err-Butyl-(2-aminoethyi)carbamat in 6 ml Dimethyl fonnamid 
gelost. Bei O^C (Eisbad) werden dann 204 mg (L06 mmol) EDC und 33 mg (0.25 mmol) HOBt 
zugegeben. Es wird langsam auf RT erwarmt und fiir 12 h bei RT geruhrt. Die Losung wird im 
5 Vakuum eingeengt und der RCickstand wird mit Essigsaureethylester aufgenommen. Die 
organische Phase wird nacheinander mit gesattigter Natriumhydrogencarbonat- und Natrium- 
chlorid-Losung gewaschen^ liber Magnesiumsulfat getrocknet und im Vakuum eingedampft. Der 
verbleibende Feststoff wird im Hoclivakuum getrocknet. 

Ausbeute: 392 mg (94% d. Th.) 

1 0 LC-MS (Metliode 5): - 2.36 min. 

MS (EI): m/z - 509 (M-^Hf 

Beispiel 58A 

Benzyl-{(1 S)-4--[(/e/7-butoxycarbonyl)aminoj- 1 -[( {3-[(/er/-'butoxycarbonyl)amino]-2"'hydroxy" 
propyl} amino)carbony 1] butyl } carbaniat 

O 



Die Herstellung erfolgt analog zu Beispiel 57A aus 300 mg (0.82 mmol) jV^- 
[(Ben2yloxy)carbonyl]-A^^-(?er/-butoxycarbonyl)-L-ornithin imd 202 mg (1.06 imnol) ^er/'-ButyI-(3- 
amino-2-hydroxypropyl)carbamat in 6 ml Dimethylformamid unter Zusatz von 204 mg 
(1.06 mmol) EDC und 33 mg (0.25 mmol) HOBt. 

20 Ausbeute: 412 mg (93% d. Th.) 

LC^MS (Methode 6): Rt - 2.23 min. 

MS (EI): m/z - 539 (M+H)'' 




H 
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Beispiel 59A 



Af^-(^er^ButoxycarbonyI)-iV'-{2-[(^er^butoxycarbonyl)amino]ethyl}-L-ornithinamid 




N 
H 



boc 



Die Herstellung erfolgt analog Beispiel 52A aus 390 mg (0.77 mmol) Benzyl-{(lS)-4-[(/ert- 
5 butoxycarbonyl)amino]-l-[({2-[(/erf-butoxycarbonyi)amino]ethyl}amino)carbonyl]butyl}-carba- 
mat (Beispiel 57 A) in 50 ml Ethanol unter Zusatz von 40 mg Palladium auf Aktivkohle (10%ig). 
Das Produkt wird ohne weitere Reinigung uingesetzt. 

Ausbeut©: 263 mg (91% d. Th.) 

MS (ESI): m/z = 375 (M+H)*; 397 (M+Na)-". 

10 BeisDiet 60A 

7/-<ter^Butoxycarbonyl)-/*^-{3-[(ter^butoxycarbonyl)ammo]-2-hydroxypropyl}-L-omithinamid 



Die Herstellung erfolgt analog Beispiel 52A aus 412 mg (0.76 mmol) BenzyI-{(lS)-4-i:(?er?- 
butoxycarbonyl)amino]-l-[({3-[(^er^butoxycarbonyl)amino]-2-hydroxypropyl}amino)-carbonyl3- 
1 5 butyl}carbamat (Beispiel 58A) in 50 ml Ethanol unter Zusatz von 41 mg Palladium auf Aktivkohle 
(10%ig). Das Produkt wird ohne weitere Reinigung umgesetzt. 

Ausbeute: 306 mg (99% d. Th.) 

MS (ESI): m/z = 405 (M+H)"". 
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Beispiel 61A 

?€r/-ButyI-[(7R,8S,nS,14S)-8-[({(2S)-2,5-bis[(/err-butoxycarbonyI)am 

carbonyl]- 1 1 -{3-[(to'^butoxycarbonyl)aniino]propyl} -5,7, 1 7-tri hydroxy- 1 0,1 3'-dioxo-9, 1 2- 

dia2atricyclo[ 1 43 J . 1 ^'^]henicosa-I(20X2(21),3,5, 1 6, 1 




t 



boc 

Unter Argon werden 23 mg (0.034 mmol) (7R,8S,llS,14S>14-[(rer/-Butoxycarbonyl)amino]-ll- 
{3"t(/e/*f"butoxycarbonyl)amino]propyl}-5,7,174rihydroxy"10,13-dioxc^^ 

[143JJ^'^]hemcosa-l(20X2(21),3,5,16,18-hexaen-8-carbonsa^ (Beispiel 48A) und 11.9 mg 
(0.07 mmol) ^er^Butyl-{(4S)-5-amino-4'-[(terf-b«toxycarbonyl)amino]pentyl}carbama (Beispiel 
10 52A) in 0.75 ml Dimethylformamid gelost. Bei O^C (Eisbad) werden dann 8,5 mg (0,051 mmol) 
EDC und 1 .4 mg (0,01 mmol) HOBt zugegeben. Es wird langsam auf RT erwarmt und fur 12 h bei 
RT geriihrt. Die L5sung wird im Vakuum eingeengt und der Ruckstand wird niit Wasser verruhrt. 
Der verbleibende Feststoff wird abgesaugt und durch praparative RP-HPLC gereinigt (Reprosil 
ODS-A, Laufinittel Acetonitril / 0,2% wassrige Trifluoressigsaure 5:95 95:5). 

1 5 Ausbeute: 1 5 mg (45% d. Th.) 

LC-MS (Method© 6): Rt ^ 2.48 min. 

MS (EI): m/z - 972 (M+H)^ 

Analog zur Vorschrift des Beispiels 61 A werden die in der folgenden Tabelle aufgefuhrten 
Beispiele 62A bis 66A hergestellt. 
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66^ 



Beispiel- 
Nr. 



62A 



63A 



64A 



65A 



Vorstufe 
Beispiei 



48 A und 

56A 



48A und 
59A 



48A und 
60A 



48A und 
69A 



66A 



48A und 
72A 



Strukiur 





HO- 




NH 

H I I 
OH boc 



-NH "^H 
boc ^""^ 




boc 



HO-<Q> 




boo O s \ 
1 OH 



Analytische Daten 



LC-MS (Methods 5): R, = 2.48 
min. 

MS (ED: tn/z = 958 {U+Hf. 



LC-MS (Metliode 5): R, - 2.45 



mm. 



MS (EI): m/z- 1029 (M+H)"". 



LC-MS (Methode 5): Rt = 2.37 



min. 



MS (EI): m/z= 1059 (M+H)"'. 



LC-MS (Metliode 6): R, == 2.68 



mm. 



MS (EI): m/z - 1 102 (M+H)' 



LC-MS (Methode 6): Rt = 2.19 
min. 

MS (EI): m/z = 888 (M+H)"". 
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Beisx>iel 67A 

(3S)-3-{[(Ben2yloxy)carbonyl]amino}-6-[(^er^butoxycarbonyl)amino]hexanoy!m 



Unter Argon werden 2 g (5.26 mmol) (3S)"3-{|;(Benzyioxy)carbonyl]amino}-6-[(?err-butoxy- 
5 carbonyl)amino]hexansaure und 0.56 g (5.73 mmol) Triethylamin in 30 ml THF gelost und auf 
O'^C abgekuhlt. Dazu gibt man 0,59 g (5.73 mmol) Methylchloroformiat und lasst 3 Stunden bei 
nachruhren. Die Reaktionsmischung wird iiber Kieselgur filtriert. Das Filtrat wird direkt 
umgesetzt. 



10 Beispiel 68A 

Benzyl"[(l S)-44(?er^butoxycarbony l)amino]- 1 -(2-hydroxyethyl)butyl]carbamat 



Das Filtrat von (3S)'-3-{[(BenzyIoxy)carbonyl]amino}-6-[(/err-biitoxycarbonyl)amino]hexanoyl- 
methylcarbonat (Beispiel 67A) wird zu einer Suspension von 0,49 g (13.14 mmol) Natrium- 
15 borhydrid in 0.6 mi Wasser bei O^C tropfenweise hinzugegeben. Die Mischung erwarmt sich 
langsam auf Raumtemperatiir und wird uber Nacht gerOhrt. Die Reaktionsldsung wird in Vakuum 
eingeengt, und der Riickstand wird zur Aufarbeitung mit Essigsaureethylester und Wasser versetzt. 
Die organische Phase wird tiber Magnesiumsulfat getrocknet, im Vakuum eingeengt und im 
Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wird ohne weitere Reinigung umgesetzt. 

20 Ausbeute: 570 mg (30% d, Th.) 

LC-MS (Methode 6): Rt = 2,09 rain, 

MS (El): m/z = 367 (M+H) '. 




z 
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Beispiel 69A 



fer?-Butyl-[(4S)-4-amino-6-hydroxyhexyI]carbamat 



boc 




Die Hersteliung erfolgt analog Beispiel 52A aus 620 mg (1.69 mmol) Benzyl-[(lS)-4-[(/e/-/- 
5 butoxycarbonyl)aniino]-l-(2-hydroxyethyl)butyl]carbamat (Beispiel 68A) in 60 mi Ethanol unter 
Zusatz von 100 mg Palladium auf Aktivkohle (10%ig). Das Produkt wird obne weitere Reinigung 
umgesetzt. 

Ausbeute: 370 mg (95% d. Th.) 

'H-NMR (400 MI-Iz, D2O): 5 - 1.2-1.6 (m, 6H), 1.4 (s, 9H), 2.6-3.0 (m, IH), 3.0-3.2 (m, 2H), 3.7- 
10 3.9 (m, 2H), 4.6 (br.s, IH). 

Beispiel 70A 

BenzyI-{3-[(2-[(fert-butoxycarbonyl)amino]-l-{K^e''^butoxycarbonyl)amino3methyl}ethyl)- 
aminolpropy 1} carbamat 



15 310 mg (1 .07 imiiol) Di-?ert-butyl-(2-aniinopropan-l ,3-diyl)biscarbamat und 222 mg (1 .07 mmol) 
BenzyHS-oxopropyOcarbamat werden in 15 ml Dichloromethan gelost. 334 mg (1.5 mmol) 
Natriumtriacetoxyborhydrid werden hinzugegeben mid tiber Nacht bei Raumtemperatur gertihrt 
Das Gemisch wird eingedampft und der Ruckstand mittels prSparative HPLC gereinigt. 

Ausbeute: 168 mg (38% d. Th.) 
20 LC-MS (Methode 4): R, = 1 .76 min. 
MS (BI): m/z = 481 (M+H)*. 



boc" 




BNSDOCID: <WO.... Z00S1 1B6iaA2.J., > 



wo 2005/118613 



PCT/EP2005/005223 



Beispiel 71A 



Benzy^{3-[(^er^butoxycarbonyl)(2-[(^e;t-butoxycarbonyI)am^rto]-l"{[(^er^^ 
aniiiiojmethy 1 } ethyi)amino3 propyl } carbamat 




5 Zu einer LCsung von 168 mg (0.35 mmol) Ben2yI-{3"[(2-[(^er^butoxycarbonyl)amino3-l-{[(/er^ 
biitoxycarbonyl)amino]methy!}ethyl)amino3propyl}carbamat (Beispiel 70A) In 2 ml Acetonitril 
werden 0.55 ml einer 10%igen Triethylamin-Losung in Acetonitril und 154 mg ( 0,70 mmol) Di- 
^er?-buty^dicarbonat hinzugegeben. Die Reaktionsmischung wird 6 Stunden bei eO^'C geriihrt. Die 
L5sung wird eingeengt und das Rohprodukt wird olme weitere Reinigung umgesetzt, 

10 Ausbeute: quant. 

LC-MS (Methode 5): Rt - 2.87 min. 
MS (EI): m/z- 580 (M^^H)"". 
Beispiel 72 A 

Di-^e7-^"butyl-{2-[(3"aminopropyl)(/'err-butoxycarbonyI)amino3propan-U3-diyI}biscarbam^^ 



Eine Losung von 190 mg (0,327 mmol) Benzyl-{3-[(to'/-butoxycarbonyl)(2'-[(/er^-butoxy'- 
carbonyl)atiniino]-I-{[(/er/-butoxycarbonyl)amino]methyl}etliyl)amino]propyl)carbamat (Beispiel 
71A) in 50 ml EisessigAVasser/Ethanol 4/1/1 wird nach Zugabe von 20 mg Palladium auf 
Aktivkohle (10%ig) 12 h bei Raumtemperatur und Normaldruck hydriert. Es wird Uber Kieselgur 
20 filtriert und der Riickstand mit Ethanol gewaschen. Das Filtrat wird im Vakuum zur Troclcne 
eingeengt. Das Produkt wird ohne weitere Reinigung umgesetzt. 

Ausbeute: quant. 

LC-MS (Methode 5): R, = 1.71 min. 

MS (EI): xn/z - 447 (M+H)'', 




NH HN 



boc" 



boc 
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Ausfuhrmigsbeisniele 
Beispiel 1 

(7R,8S,1 lSa4S)-14-AminO"A^K2-aminoethyl)-i l-[(2R)-3-amm^^ 
trihydroxy^l0,13^dioxo-9,12«diazatricycio[143.1.1^'^]henicosa-^ 
5 carboxamid Trihydrochlorid 






-OH 


s 


*OH 










•OH 


o 


NH^ 


xHCI 



'NH2 



X HCI " \— OH ^ ^ HCI 



Es werden 30 mg (0.32 mmol) Benzyl-{(2R)-3-[(7R,8S,l lS,14S)-8-{[(2-aininoethyl)amino3- 

carbonyl}-5,17-bJs(benzyloxy)-14-{[(benzyloxy)carbonyi]amino}-7-hydroxy-10,13-dioxo-9,12- 

diazatricycIo[14.3.l.l'-']henicosa-l(20),2(21),3,5,16,18-hexaen-li-yI]-2-hydroxypropyl}carbamat 

10 (Beispiel 34A) in ein Gemisch aus 10 ml Essigsaure/Wasser/Ethanol 4:1 :1 gegeben. Dazu gibt man 
10 mg Palladium auf Aktivkohle (10%ig) und hydriert anschiieUend 15 h bei RT und 
Normaldruck. Das Reaktionsgemisch wird uber vorgewaschenem Kieselgur filtriert, mit Ethanol 
gewaschen und das Filtrat im Vakuum einrotiert. Der Rixckstand wird mit 0.96 ml O.IN wassriger 
Salzsaure versetzt und eingeengt. Man verriihrt den Riickstand mit 10 ml Diethylether und 

1 5 dekantiert ab. Der zuruckgebliebene Feststoff wird im Hochvakuum getrboknet. 

Ausbeute; 18 mg (97% d. Th.). 
LC-MS (Methode 7): Rt = 1.92 min 
MS (BI): m/z- 531 (M-3HCl+H)^. 

'H-NMR (400 MHz, D2O): 5 = 1.83-1.93 (m, IH), 1.94-2.08 (ra, IH), 2.88 (me, IH), 2.97-3.18 (m, 
20 4H), 3.42-3.64 (m, 3K), 3.91 (m^, IH), 4.39 (m^ IH), 4.82 (mc, IH), 5.0 (m^ IH), 5.56 (mc, IH), 
6.85-6.97 (m, 3H), 7.27-7.46 (m, 3H). 
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Beispiel 2 

(7R,8S, 1 1 S,l 4S)-1 4-Amino-Af-(2''aminoethy 1)- 1 1 -[(2R)-3~ammo-2-hydroxypropy 13-5,7, 1 1- 
trihydroxy-1 0, 1 3-dioxo-9,l 2^diazatricyclo[ 143 J . 1 ^**]henicos 
carboxamid Tri(hydrotrifluoracetat) 




Das Trihydrochlorid (Beispiel 1) wird durch preparative HPLC (Reprosil ODS-A, Laufmittel 
Acetonitril / 0.2% wSssrige Trifluoressigsaure 5:95 95:5) in das Tri(hydrotrifluoracetat) 
tiberfuhrt. 

Aiisbeute: quant. 

10 ^H"NMR (400 MHz, D2O): 5 = 1.83-1.93 (m, IH), L94-2,08 (m, IH), 2,88 (ixic* IH), 2.97-3.18 (m, 
4H), 3.42-3.64 (m, 3H), 3.91 {m^, IH), 4.39 (iHo, IH), 4.82 (lUo, IH), 5.0 (m« IH), 5.56 (iHc, IH), 
6.85*6.97 (m, 3H), 7.27-7.46 (m, 3H), 

Analog zur Vorschrift des Beispiels 1 werden die in der folgenden Tabelle aufgefuhrten Beispiele 
3 bis 6 hergestellt und gegebenenfalls analog iBeispiel 2 in das entsprechende 
1 5 Tri(hydrotrifluoracetat) iiberjRihrt. 



Beispiel- 
Nr. 


Vorstufe 
Beispiel 


Struktur 


Analytische Daten 


3 


35A 


HO — V-OH 

XHCI ° 
NHj XHCI 


LC-MS (Methode 7): R, = LI 3 
min. 

MS (EI): m/z= 501 (M-3HCM-H)''. 
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72 



Nr. 



Vorstnfe 
Beispiei 



38A 



Struktiir 




36A 



37A 



xHCI 



NHj X HCi 



xHCl 



NH, xHCI 



xHCl 



xHCi 



LC-MS (Metiiode 7): R, = 2.00 
min. 

MS (EI): m/z= 537 (M-5HCI+H)^ 




xHCI 




Analytiscbc Daten 



LC-MS (Methode 7): R, = 1.87 
inin. 

MS (EI): m/2 = 515 (M-3HCI+H)^ 

'H-NMR (400 MHz, D2O): 6 = 
1.6-1.95 (m, 4H), 2.97-3.02 (m, 
3H), 3.07-3.17 (m, 211), 3.45-3.56 
(m, 3H), 4.41 (in« IH), 4.78 (nic, 
IH), 4.85 (iric. IH), 5.5 (m^ IH), 
6.85-6.95 (m, 3H), 7.28-7.39 (m, 
3H). 



LC-MS (Methode 7): Rt = 0.98 
min. 

MS (EI): m/z = 529 (M+H)"^. 

'H-NMR (400 MHz, D2O): 5 - 
1.31-1.52 (m, 2H), 1.57-1.91 (m, 
3H), 2.91-2.96 (m, 2H), 3.03 (d, 
IH), 3.08-3.20 (m, 2H), 4.44 (iHe, 
IH), 4.82 (m„, IH), 5.53 (m^, IH), 
6.89-6.95 (ra, 3H), 7.34-7.41 (m, 
3H). 



BNSDCX:iO; <WO. 20051 ieei3A2 L> 



wo 2005/118613 



PCT/EP2005/005223 



-73- 



Beispiel 7 



(7R,8S, 1 1 S, 1 4S)-1 4-Ainino-W<2-aminoethyl)-l 1 -(3-aminopropyl)-5>7,l 7-trihydroxy- 1 0, 1 3-dioxo- 
9,12-diazatricyclo[143J J^^^]henicosa-l(20),2{21)3,5,16J8'hexaen-^^^ 
Tr i(hy drotr jfluoracetat) 



Das Trihydrochlorid (Beispiel 5) wird durch preparative HPLC (Reprosil ODS-A, Laufmittel 
Acetonitril / 0.2% wassrige Trifluoressigs^ure 5:95 -> 95:5) in das Tri(hydrotrifluoracetat) 
uberfiilirt, 

Ausbeute: quant. 

10 'H-NMR (400 MHz, D2O): 5 - L6-L95 (m, 4HX 2.97-3.02 (m, 3H), 3,07-3.17 (m, 2HX 3.45''3.56 



(m, 3H), 4.41 (mc, IH), 4.78 (m,, IH), 4.85 (mc, IH), 5.5 (mo, IM), 6.85-6.95 (m, 3H), 7.28-7.39 



(7R,8S, 11 S, 1 4S>14-Amino«l 1 -(3 -aminopropyl)-A?^C(2S)"2,5-diaminopentyl]''5,7, 1 7-trihydroxy- 
1 5 1 0,1 3-dioxo-9, 1 2-dia2atricyclo[l 4,3. 1 J '*^]henicosa-l (20X2(2 1),3,5, 16,1 8-hexaen--8"Oarboxamid 
Tetrahydrochlorid 




(m, 3H). 



Beispiel 8 
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In 1 ml einer eisgekiihlten 4N Chlorwasserstoff-Dioxan-Losung gibt man 5.5 mg (5.7 jxmol) 
Butyl-[(7R,8S,llSJ4S)-84({(2S)~2,5-bis[(/e;'^butoxycarbonyl)amino]pentyi}amino)-carbonyI]- 
1 1-{34(re?-f-butoxycarbonyl)amino]propyl}-5,7,17-trihydroxy-l 0,13-dioxo-9,l 2-diazatricyclo- 
5 [14.3.1.1^'*]henicosa-l(20),2(21),3,5,I6,18-hexaen-14-yl]carbamat (Beispiel 61A) «nd ruhrt eine 
Stunde bei RT. AnschlieBend engt man im Vakuum zur Trockne ein und trocknet bis zur 
Gewichtskonstanz. 

Ausbeute: 4 mg (98% d. Th.) 

LC-MS (Methode 7): R, = 0.25 min. 

10 MS (El): m/z = 5 13 (M-4HC1+IT)^ 



Analog zur Vorschrift des Beispiels 8 werden die in der folgenden Tabelle aufgefuhrten Beispiele 
9 bis 13 hergestellt. 



Beispiel- 
Nr. 


Vorstufe 
Beispiel 


Struktur 


Analytische Daten 


9 


62A 


X HCI ^ " 


MS (ESI): m/z = 558 (M- 
4HC1+H)"'. 

'H-NMR (400 MHz, D2O): 6 = 
1.55-1.82 (m, 3H), 1.88 (iiic, IH), 
1.99 (mc, 2H), 2.97 (nic, 2H), 3.02 
(m,, IH), 3.22 (mc, 2H), 3.5-3.75 
(m, 4H), 4.19 (mc, IH), 4.42 (mc, 
IH), 4.84 (m„ IH), 5.51 (m^ IH), 
6,85-6.96 (m, 3H), 7.3-7.44 (m, 
3H). 
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Beispiel- 
Nr. 


Vorstufe 
Beispiel i 


Struktiir 


Analytiscbc Datcii 


10 


63A 


HO — ^ ^> <( ^> — OH 

]j 5 H IT = H 1 

\hci ° S S ''''^ 
1 1 xHC! 


MS (ESI): m/z = 629 (M- 
4HC1+H)', 






'H-NMR (400 MHz, D2O): 5 = 
1.5-1.9 (m, 8H), 2.85-3.15 (m, 
7H), 3.4-3.75 (m, 4H), 4.25 (iHc 
IH), 4.42 (itio, IH). 4.85 (iHc, IH), 
5.5 (inc, IH), 6.85-6.98 (m, 3H), 
7.3-7.44 (ni, BET). 


11 


64A 


HO—/ \ L V-OH 

XHCI ^ ^ on xnw 


MS (ESI): m/z = 659 (M- 
4HCH-H)''. 

'H-NMR (400 MHz, D2O): 5 = 
1.55-1.95 (m, 8H), 2.8-3.2 (m, 
7H), 3.2-3.45 (m, 2H), 3.53 (nic, 
IH), 3.75 (m„, IH), 3.93 (m„ IH), 
4.28 (m,,, IH), 4.43 (mo, IH), 4.85 1 
(nic, IH), 5.5 (mc, IH), 6.83-6.98 
(m, 3H), 7.3-7.45 (m, 3H). 


12 


65A 


HO—/ "^J / A—OH 

I 1 N r d fc! ^ 

1 XHCI 

^NHj xHC( 


'H-NMR (400 MHz, D2O): 6 = 
1.6M.85 (m, 6H), 2.73-2.84 (m, 
2H), 2.92-3.08 (m, 2H), 3.11-3.26 
(m, 6H), 3.28-3.44 (m, IH), 4.45 
(iHc, IH), 4.85-4,89 (m^, IH), 5.47 
(nic, IH), o.oy-o.y/ (m, jh}, /.jo- 
7.43 (m, 3H). 


13 


66A 


HO—/ V-OH 

f \— OH 


LC-MS (Methods 7): R, = 1.70 
miD. 






MS (EI): m/z = 587 (M-3HC1+H)* 






xHCt O L " ° S 
^ OH 

^NHj X HCI 


*H-NMR (400 MHz, DjO): 5 = 
1.49-1.95 (m, lOH), 2.92-3.05 (m, 
5H), 3.53-3.76 (m, 3H), 3.90-4.01 
(m, IH), 4.45 (lUc, IH), 4.85-4.89 
(mo, IH), 5.48 (mo, IH), 6.88-6.97 
(m, 3H), 7.35-7.43 (m, 3H). 
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B. Bcwertung dcr ohysiologischen Wirksamkeit 



Verweiidete Abkurzungew: 


AMP 


Adenosinmonophosphat 


ATP 


Adenosintriphosphat 


BHI Medium 


Brain heart infusion medium 


CoA 


Coenzyni A 


DMSO 


Diniethylsulfoxid 


DTT 


Dithiotlireitoi 


EDTA 


Ethylendiamintetraessigsaure 


KCl 


Kaliumchlorid 


KH2PO4 


Kaliunidihydrogenphosphat 


MgSO^ 


Magnesiumsulfat 


MHK 


Minimale Hemmkojizentration 


MTP 


Mikrotiterplatte 


NaCl 


Natriumchlorid 


Na2HPO^ 


Dinatriumhydrogenphosphat 


NH4CI 


Ammoniumchlorid 


NTP 


Nukleotidtriphosphat 


PBS 


Phosphat Buffered Saline 


PGR 


Polymerase Chain Reaction 


PEG 


Polyethylenglykol 


PEP 


Phosphoenolpyruvat 


Tris 


Tris[hydroxymetliyl]aminomethaii 



Die in v/7ro-Wirkung der erfindungsgeniafien Verbindungen kann in folgenden Assays gezeigt 
5 werden: 

In vitro Transkription-Translation luit E. coli Extraktcn 

Zur Herstellung eines S30-Extraktes werden logarithraisch waohsende Escherichia coli MRE 600 
(M. Miiller; University Freiburg) geemtet, gewaschen und wie beschrieben fur den m vitro 
Transkriptions-Translations-Test eingesetzt (MOlIer, M. and Blobel, G, Proc Natl Acad Sci U S A 
10 (1984) SI, pp.7421-7425). 
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Dem Reaktjonsmix des m vit?'o Transkriptions-Translations-Tests werden zusStzIich 1 |il cAMP 
(1 L25 mg/ml) je 50 |xl Reaktionsmix zugegeben, Der Testansatz betragt 105 \xl, wobei 5 p.1 der zu 
testenden Substanz in 5%igem DMSO vorgelegt werden. Als Transkriptionsmatrize werden 
1 ng/lOOfil Ansatz des Plasinides pBESTLuc (Promega, Deutschland) verwendet. Nach Inkubation 
5 far 60 min bei 30^C werden 50 ]il Luziferin-Losung (20 mM Tricine, 2.67 mM MgS04, 0.1 mM 
EDTA, 33.3 mM DTT pH 7-8, 270 CoA, 470 fiM Luziferin, 530 iiM ATP) zugegeben und die 
entstehende Biolumineszenz fur 1 Minute in einem Luminometer gemessen. Als IC50 wird die 
Konzentration ernes Inhibitors angegeben, die zu einer 50%igen Inhibition der Translation von 
Firefly Luziferase fQhrt, 

10 In vitro Transkription-Translatioa mit S, aureus Extrakten 

Konstraktion eines aureus Luziferase Reporterpiasmids 

Zur Konstruktion eines Reporterpiasmids^ welch^ in einem in viti^o Transkriptions-Translations- 
Assay aus S, aureus verwendet werden kann, wird das Plasmid pBESTIuc (Promega Corporation, 
USA) verwendet, Der in diesem Plasmid vor der Firefly Luziferase vorhandene JE. coli tac 

15 Promoter wird gegen den capAl Promoter mit entsprechender Shine-Dalgarno Sequence aus S, 
aureus ausgetauscht. Dazu werden die Primer CAPFor 5^-CGGCC- 
AAGCTTACTCGGATCCAGAGTTTGCAAAATATACAGGGGATTATATATAATGGAAAAC 
AAGAAAGGAAAATAGGAGGTTTATATGGAAGACGCCA-3' und CAPRev 5'^ 
GTCATCGTCGGGAAGACCTG-3' verwendet. Der Primer CAPFor enthMlt den capAl Promotor, 

20 die Ribosomenbindestelle und die 5 -Region des Luziferase Gens. Nach PGR unter Verwendung 
von pBESTltic als Template kann ein PCR-Produkt isoliert werden, welches das Firefly Luziferase 
Gen mit dem fusionierten capAl Promotor enthait. Dieses wird nach einer Restxiktion mit Clal und 
Hindlll in den ebenfalls mit Clal und HindUl verdauten Vektor pBESTluc ligicrt. Das entstandene 
Plasmid pi a kann in E, coli repliziert werden und als Template im S. aureus in vitro 

25 Transkriptions-Translations-Test verwendet werden. 

Herstelhmg von S30 Extrakten aus S. aureus 

Sechs Liter BHl Medium werden mit einer 250 ml tJbernaehtkultur eines S. aureus Stammes 
inokuliert und bei 37"^C bis zu einer OD600nm von 2-4 wachsen gelassen. Die Zellen werden 
durch Zentrifugation geerntet und in 500 ml kaltem Puffer A (10 mM Tris-acetat, pH 8.0, 14 mM 
30 Magnesiumacetat, 1 niM DTT, IM KCl) gewaschen, Nach erneutem Abzentrifligieren werden die 
Zellen in 250 ml kaltem Puffer A mit 50 mM KCl gewaschen und die erhaltenen Pellets bei -20°C 
fur 60 min eingefroren. Die Pellets werden in 30 bis 60 min auf Eis aufgetaut und bis zu einem 
Gesamtvolumen von 99 ml in Puffer B (10 mM Tris-acetat, pH 8.0, 20 mM Magnesiumacetat, 
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1 mM DTT, 50 mM KCl) aufgenommen. Je 1.5 ml Lysostapfain (0.8 mg/ml) in Puffer B werden in 
3 vorgekuhlte Zentrifugenbecher voigelegt und mit je 33 ml der Zellsuspension vermischt. Die 
Proben werden fur 45 bis 60 min bei 37°C unter gelegentlichem Schiittein inkubiert, bevor 150 ^1 
einer 0.5 M DTT Losung zugesetzt werden. Die lysierten Zellen werden bei 30.000 x g 30 min bei 
5 4°C abzentrifugiert. Das Zellpellet wird nacli Aufnahme in Puffer B unter den gleichen 
Bedingungen noclimals zentrifugiert und die gesammelten Uberstande werden vereinigt. Die 
Uberstande werden nochmals unter gleichen Bedingungen zentrifugiert und zu den oberen 2/3 des 
Oberstandes werden 0.25 Volumen Puffer C (670 mM Tris-acetat, pH 8.0, 20 mM 
Magnesiumacetat, 7 mM Nas-Phosphoenolpyruval, 7mM DTT, 5.5 mM ATP, 70 fiM 

10 AminosSuren (complete von Promega), 75 jig Pyruvatkinase (Sigma, Deutschlaiid))/ml gegeben. 
Die Proben werden fur 30 rain bei 37°C inkubiert. Die UberstSnde werden iiber Nacht bei 4"C 
gegen 2 I Dialysepuffer (10 mM Tris-acetat, pH 8.0, 14 mM Magnesiumacetat, 1 mM DTP, 
60 mM Kaliumacetat) mit einem Pufferwechsel in einem Dialyseschlauch mit 3500 Da Ausschluss 
diaiysiert. Das Dialysat wird auf eine Proteinkonzentratton von etwa 10 mg/ral konzentriert, indem 

1 5 der Dialyseschlauch mit kaltem PEG 8000 Pulver (Sigma, Deutschland) bei 4°C bedeckt wird. Die 
S30 Extrakte konnen aliquotiert bei -70°C gelagert werden. 

Bfestimnmng der IC^o im S. aureus in vitra TraMscri ntions-Translations-Assay 

Die Inhibition der Proteinbiosynthese der Verbindungen kaim in einem in vitro Transkriptions- 
Translations-Assay gezeigt werden. Der Assay beruht auf der zellfreien Transkription und 
20 Translation von Firefly Luziferase unter Verwendung des Reporterplasmids pi a als Template und 
aus S. aureus gewonnenen zellfreien S30 Extrakten. Die Aktivitat der entstandenen Luziferase 
kann duroh Lumineszenzmessung nachgewiesen werden. 

Die Menge an einzusetzenden S30 Extrakt bzw. Plasmid pi a muss fur jede Praparation erneut 
ausgetestet werden, um eine optimale Konzentration im Test zu gewahrleisten. 3 ^1 der zu 

25 testenden Substanz gelost in 5% DMSO werden in eine MTP vorgelegt. AnschlieBend werden 
10 nl einer geeignet konzentrierten Plasmid-Losung pla zugegeben. Anschliefiend werden 46 ^il 
eines Gemisches aus 23 Premix (500 mM Kaliumacetat, 87.5 mM Tris-acetat, pH 8,0, 67.5 mM 
Ammoniumacetat, 5 mM DTT, 50 ng Folsaure/ml, 87.5 mg PEG 8000/ml, 5 mM ATP, 1 .25 mM je 
NTP, 20 }iM je Aminosaure, 50 mM PEP (Nas-Salz), 2.5 mM cAMP, 250 ^g je E. coli tRNA/ml) 

30 und 23 \i\ einer geeigneten Menge S. aureus S30 Extrakt zugegeben und vermischt. Nach 
Inkubation fur 60 min bei 30°C werden 50 ^1 Luziferin-LGsung (20 mM Tricine, 2.67 mM MgSCi, 
0.1 mM EDTA, 33.3 mM DTT pH 7.8, 270 fiM CoA, 470 ^M Luziferin, 530 jiM ATP) und die 
entstehende Biolumineszenz fUr I min in einem Luminometer gemessen. Als IC50 wird die 
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Konzentration eines Inhibitors angegeben, die zu einer 50%igen Inhibition der Translation von 
Firefly Luziferase fiihrt. 

Bcstimmun^ der Mioimalea Hemmkonzentration (MHK) 

Die minimale Hemmkonzentration (MHK) ist die minimale Konzentration eines Antibiotikums, 
mit der ein Testkeim in seinem Wachstum iiber 18-24 h inhibiert wird. Die Hemmstoff- 
konzentration kann dabei nach mikrobiologischen Standardverfahren mit modifiziertem Medium 
im Rahmen eines Agardilutionstests bestimmt warden (siehe z.B. The National Committee for 
Clinical Laboratoiy Standards. Methods for dilution antimicrobial susceptibility tests for bacteria 
that grow aerobically; approved standard-fifth edition. NCCLS document M7-A5 [ISBN 1-56238- 
394-9]. NCCLS, 940 West Valley Road, Suite 1400, Wayne, Pennsylvania 19087-1898 USA, 
2000). Die Bakterienkeime werden auf L5%igen Agarplatten kuhiviert, die 20% defibriniertes 
Pferdeblut enthalten. Die Testkeime, die iiber Nacht auf Columbia-Blutagarplatten (Becton- 
Dickinson) inkubiert werden, werden in PBS verdunnt, auf eine Keimzahl von ca. 5x10^ Keime/ml 
eingestellt und auf Testplatten getropft (1-3 ^il). Die Testsubstanzen enthalten unterschiedliche 
Verdiinnungen der Testsubstanzen (Verdiinnungsstufen 1:2), Die Kulturen werden bei 37^C fur 
1 8-24 Stunden in Gegenwart von 5% CO2 inkubiert. 



Die jeweils niedrigste Substanzkonzentration, bei der kein sichtbares Bakterienwachstum mehr 
auftritt, wird als MHK defmiert. Die MHK-Werte in ^ig/mi einiger erfmdungsgemaUer 
Verbindungen gegeniiber einer Reihe von Testkeimen sind in der nachstehenden Tabelle 
20 beispielhaft aufgefiihrt. Die Verbindungen zeigen eine abgestufte antibakterielle Wirkung gegen 
die meisten der Testkeime. 

Tabelle A (mit Vergleichsbeispiel 43A (Biplienomycin A)) 



Nr. , 


S. aurem 
133 

Translation 


MHK ' 
aureus 1 33 

* . ^ 


MHK 

S. aureus: , 
T17 

' ^ . . i " 


MHK , 
K^faecalis 
ICB27159 


MHK'', , 

1 

E.faecimn 
L40dl ' 


MHK < ; 

S. pneumoniae ^' 
1707/4 ^ 


1 


0.78 


8 


8 


8 


16 


4 


4 


0.50 


2 


2 


4 


16 


2 


5 


0.60 


1 


4 


16 


16 


0.5 


8 


0.40 


1 


2 


4 


2 


1 


43A 


3.90 


0.25 


>32 


0.13 


0.25 


16 
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SYStemische Infektion mit S. aureus 133 

Die Eignung der erfindungsgemaBen Verbindungen zur Behandlung von bakteriellen Infektionen 
kann in verschiedenen Tiermodellen gezeigt werden. Dazu werden die Tiere im allgemeinen mit 
5 einem geeigneten virulenten Keim infiziert und anschlieBend mit der zu testenden Verbindung, die 
in einer an das jeweilige Therapiemodell angepassten Formulierung vorliegt, behandelt. Speziell 
kann die Eignung der erfindungsgemaBen Verbindungen zur Beiiandlung von bakteriellen 
Infektionen in einem Sepsismodell an Mausen nach Infektion mit S. aureus demonstriert werden. 

Dazu werden S. aureus 133 Zellen tiber Nacht in BH-Bouillon (Oxoid, Deutschland) ajigezuchtet. 

1 0 Die Obernachtkullsjr wurde 1 : 1 00 in frische BH-Bouillon verdOnnt und ftir 3 Stunden hochgedreht. 
Die in der logarithmischen Wachstumsphase befmdlichen Bakterien werden abzentrifugiert und 
zweimal mit gepufferter, physiologischer Kochsalz-Losung gewaschen. Danach wird am 
Photometer (Dr. Lange LP 2W) eine Zellsuspension in Kochsal2>-L6sung mit einer Extinktion von 
50 Einheiten eingestelit. Nach einem Verdtinnungsschritt (1:15) wird diese Suspension 1:1 mit 

15 einer 10%-ig6n Mucinsuspension gemischt. Von dieser Infektionslosung wird 0.2 mI/20 g Maus 
i.p. appliziert. Dies entspricht einer Zellzahl von etwa 1-2 x 10* Keimen/Maus. Die i.v.-Therapie 
erfolgt 30 Minuten nach der Infektion. Fiir den Infektionsversuch werden weibliche CFWl-Mause 
verwendet. Das Dberleben der Tiere wird iiber 6Tage protokolliert. Das Tiermodell ist so 
eingestelit, daB unbehandelte Tiere innerhalb von 24 h nach der Infektion versterben. Fiir die 

20 Beispielverbindung 2 konnte in diesem Modell eine therapeutische Wirkung von EDioo = 
1 .25 mg/kg demonstriert werden. 

Bestimmane der Spontanresistenzfreau enzen gegen5^. aureus 

Die Spontanresistenzraten der erfindungsgemaBen Verbindungen werden wie folgt bestimmt: die 
Bakterienkeime werden auf Blutagarplatten oder Miiller-Hinton-Agarplatten bei 37°C uber Nacht 

25 kultiviert, in 2 ml PBS resuspendiert (ca. 2x10'' Keime/ml). 100 ^1 dieser Zellsuspension bzw. 1:10 
und 1:100 Verdtinnungen werden auf vorgetrockneten Agarplatten (1.5% Agar, 20% defibriniertes 
Pferdeblut bzw. 1.5% Agar, 20% Rinderserum in 1/10 MOller-Hinton-Medium verdiinnt mit PBS), 
welche die zu testende erfindungsgemSlJe Verbindung in einer Konzentration entsprechend 
SxMHK bzw. lOxMHK enthalten, ausplattiert und 48 h bei 3TC bebrutet. Die entstehenden 

30 Kolonien (cfii) werden ausgezahlt. 
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IsoUerunt^ der Biplienomvcin-resistenten S. aureus StSmnie RN42 20Bi^ and T17 

Der S. aureus Stamm RN4220Bi^ wird in vitro isoliert. Dazu werdcn jeweils 100 jil einer S. 
aureus RN4220 Zellsuspension (ca. 1.2x10^ cfu/ml) auf einer antibiotikafreien Agarplatte 
(18,5 mM Na2HP04, 5.7 mM KH2PO4, 9.3 mM NH4CI, 2.8 mM MgS04, 17.1 mM NaCI, 
5 0.033 \ig/ml Thiaminhydroohlorid, L2 jxg/ml Nicotinsaure, 0.003 p.g/ml Biotin, 1% Glucose, 
25 ]xg/ml von jeder proteinogenen Aminosaure unter Zusatz von 0.4% BH-Bouillon und 1% 
Agarose) und einer Agarplatte, die 2 fig/ml Biphenomyoin B (lOxMHK) enthalt, ausplattiert und 
uber Nacht bei 37**C bebriitet, WShrend auf der antibiotikafreien Platte ca. 1x1 0'^ Zellen wachsen, 
wachsen auf der antibiotikahaltigen Platte ca. 100 Kolonien, entsprechend einer Resistenzfrequenz 
10 von IxlO'^. Einige der auf der antibiotikahaltigen Platte gewachsenen Kolonien werden auf MHK 
gegen Biphenomycin B getestet Bine Kolonie mit einer MHK > 50 ixM wird zur weiteren 
Verwendung ausgewahlt und der Stamm mit RN4220Bi*^ bezeichnet. 

Der S. aureus Stamm T17 wird in vivo isoHert. CFWl-Mause werden mit 4x10? S. aureus 133 - 
Zellen pro Maus intraperitoneal infiziert, 0.5 Std. nach der Infektion werden die Tiere mit 

15 50 mg/kg Biphenomycin B intraven5s behandelt. Den iiberlebenden Tieren werden am Tag 3 nach 
der Infektion die Nieren entnommen. Nach dem Homogenisieren der Organe werden die 
Homogenate, wie bei RN4220Bi'^ beschrieben, auf antibiotikafreien und antibiotikahaltigen 
Agarplatten, ausplattiert und iiber Nacht bei 37'"C bebriitet Etwa die Halfte der aus der Niere 
isoiierten Kolonien zeigen ein Wachstum auf den antibiotikahaltigen Flatten (2.2x10^ Kolonien), 

20 was die Anreicherung von Biphenomycin B resistenten S, aweus Zellen in der Niere der 
behandelten Tiere belegt. Ca. 20 dieser Kolonien werden auf MHK gegen Biphenomycin B 
getestet und eine Kolonie mit einer MHK > 50 ^iM wird zur Weiterkultivierung ausgewahlt und 
der Stamm mit T17 bezeichnet 

Ausfahrnngsbeisoiete filr pharmazeutlsche Za sammensetzttngen 

25 Die erfmdungsgemalJen Verbindungen k5nnen folgendermaUen in pharmazeutische Zubereitungen 
liberfiihrt werden: 

IntravenSs applizierbare I^osung! 

Zusammensetzung: 

I mg der Verbindung von Beispiel I. 15 g Polyetfiylenglykol 400 und 250 g Wasser fUr 
30 Injektionszwecke. 
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Herstellung: 

Die ei-findungsgemalie Verbindung wird zusammeii mit Polyethylenglyko! 400 in dem Wasser 
unter Riihren gelost. Die L5sung wird sterilfiltriert (Porendurchmesser 0.22 \xm) und unter 
aseptischen Bedingungen in hitzesterilisierte Infusionsflasohen abgefullt, Diese werden mit 
5 Infusionsstopfen und Bordelkappen verschlossen. 
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(IX 



bei der 



gleich eine Gruppe der Formel 




NH2 Oder 




10 



wobei 

R'' gleich Wasserstoff Oder Hydroxy ist, 
* die Ankntipfstelle an das Kohlenstoffatom ist, 
R^ gleich Wasserstoff, Methyl oder Ethyl ist, 
gleich eine Gruppe der Formel 
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H 




NH, 



H3C CH3 




NH 



2 , * 



R^^ R^^ 



NH 




w 



R^^ R^' 



NH 




NH, 



Q 



16 Oder 




19 



OH 



ist, 

wobei 

* die Anlcnupfsteile an das Stickstoffatom ist, 
gleich Wasserstoff, Amino oder Hydroxy ist, 
gleich Wasserstoff, Methyl oder eine Gruppe der Formel 




ist, 



10 



worm 



die Anknttpfetelle an das Stickstoffatom ist, 
R^^ gleich Wasserstoff oder MCH2)rNHR^^ ist. 
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worin 

R^^ gleich Wasserstoff oder Methyl ist 
und 

f eine Zahl 1, 2 oder 3 ist, 
5 R^^ gleich Wasserstoff oder Methyl ist, 

d eine Zahl 0, 1, 2 oder 3 ist 
und 

e eine Zahl 1, 2 oder 3 ist, 

R^^ gleich Wasserstoff oder Aminoethyl ist, 

1 0 oder 

R^ und R^^ bilden zusammen mit dem Stickstoffatom an das sie gebunden sind 
einen Piperazin-Ring, 

R'' undR*^ unabhangig voneinander *h:cH2)zi-OH, *-{CH2)^2-NHR^^ 
Hydroxycarbonyl, Aminocarbonyl, Hydroxycarbonylmethyi, 

1 5 Aminocarbonyl-methyl, *^ONHR^^ oder ^-CHaCONHR^* sind, 

worin 

* die Anknupfstelle an das Kohlenstoffatom ist, 
Zl und Z2 unabhangig voneinander eine Zahl 1, 2 oder 3 sind, 
R^^ gleich Wasserstoff oder Methyl ist 
20 iind 

R^^ und R' * unabhangig voneinander eine Gruppe der Formel 
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I 

NH 
wa ' 




I 

NH 
xa 



Oder 




sind, 

worin 

5 * die Ankntipfstelle an das Stickstoffatom ist, 

gleich Wasserstoff, Amino oder Hydroxy ist, 
R^^^ gleich Wasserstoff, Methyl oder Aminoethyl ist, 
R^°" gleich Wasserstoff oder Aminoethyl ist, 
Oder 

JO R^^ und R^^^ bilden zusammen mil dem Stickstoffatom an das 

sie gebunden sind einen Piperazin-Ring> 

R"^ und R^^" unabhangig voneinander MCH2)2ia-OH, 
*-<CH2)z2a-NHR^^% Hydroxycarbonyl, Aminocarbonyl, 
Hydroxycarbonyl-methyi oder Aminocarbonylmethyl sind> 

1 5 worin 

* die Ankniipfstelle an das Kohlenstoffatom ist, 

R^^ gleich Wasserstoff oder Methyl ist 

und 

ZlaundZ2a unabhangig voneinander eine Zahl 1, 2 
20 oder 3 sind^ 

R'^* undR'"*^ unabhangig voneinander Wasserstoff oder Methyl 
sind. 
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R glejch Amino oder Hydroxy ist, 
ka eiiie Zahl 0 oder I ist, 

la, wa^, xa und ya unabhaiigig voneinander eine Zahl I, 2, 3 oder 4 
sind, 

R'^ und R^"* unabhangig voneinander Wasserstoff, Methyl oder eine Gruppe 
der Formel 



20a 



da 



2l3 




R 

I 

NH 



ea 



sind, 



worm 



10 



die Aniaiiipfstelle an das Stickstoffatom ist. 



R^"^ gleich Wasserstoff oder *-(CH2)fa-NHR^^" ist, 



worm 



R^^* gleich Wasserstoff oder Methyl ist 



und 



15 



fa eine Zahl I, 2 oder 3 ist, 



20 



R^^^ gleich Wasserstoff oder Methyl ist, 

da eine Zahl 0, 1, 2 oder 3 ist 

und 

ea eine Zahl 1, 2 oder 3 ist, 
R^"^ gleich Amino oder Hydroxy ist, 
R^^ eine Gruppe der Formel 
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ist, 

worin 

* die Ankntipfstelle an das Stickstoffatom ist, 
R^^ gleich Wasserstoff, Amino oder Hydroxy ist, 
R^^ gleich Wasserstoff, Methyl oder Aminoethyl ist, 
r"^^ gleich Wasserstoff oder Aminoethyl ist, 
oder 

R^SndR**^*" bilden zusammen mit dem Stickstoffatom an das sie 
gebunden sind einen Piperazin-Ring, 

R^^^ und R'^^ unabhiingig voneinander *'-(CH2)zib-OH, *~(CH2)z2b-* 
NHR^^\ Hydroxycarbonyl, Aminocarbonyl, Hydroxycarbonyl- 
methyl oder Aminocarbonylmethyl sind, 

worm 

* die Ankntipfstelle an das Kohienstoffatom ist, 

R'^^ gleich Wasserstoff oder Methyl ist 

und 

Zlb und Z2b unabhangig voneinander eine Zahl 1 , 2 oder 3 sind, 
R^^^ und R^"*^ unabhangig voneinander Wasserstoff oder Methyl sind, 
R^^*' gleich Amino oder Hydroxy ist. 
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io 



15 



2. 



kb eine Zahl 0 oder 1 ist, 

lb, wb, xb imd yb unabhangig voneinander eine Zahl 1, 2, 3 oder 4 sind, 
k und t unabhangig voneinander eine Zahl 0 oder 1 sind, 
1, w, X und y unabhangig voneinander eine Zahl U 2, 3 oder 4 sind, 
m, r^ s und v unabhangig voneinander eine Zahl 1 oder 2 sind, 
n, o, p und q unabhangig voneinander eine Zahl 0, 1 oder 2 sind, 
u eine Zahl 0, 1 , 2 oder 3 ist, 



R** gleich Wasserstoff, Halogen, Amino, Hydroxy, Aminocarbonyl, Hydroxycarbonyl, 
Nitro, Trifluormethyl, Trifluormethoxy, (CrC4)-Alkyl, (CrC4)-Alkoxy oder (Cr 
C6)-Alkylamino ist, 

gleich Wasserstoff, Halogen, Amino, Hydroxy, Aminocarbonyl, Hydroxycarbonyl, 
Nitro, Trifluormethyl, Trifluormethoxy, (Ci»C4)-Alkyl, (CrC4)-Alkoxy oder (Cr 
C6)-AlkyIamino ist, 

R* gleich Wasserstoff, Methyl oder Ethyl ist, 

oder eines ihrer Salze, ihrer Solvate oder der Solvate ihrer Salze. 

Verbindung nach Anspmch 1, dadurch gekennzeichnet, dass sie der Formel 



entsprechen, worin bis R^ die gleiche Bedeutung wie in Foimel (I) haben. 




unabhangig voneinander bei 1, w, x oder y gleich 3 eine 



Hydroxy*Gruppe tragen kann. 
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Oder eines ihrer Salze, ihrer Solvate oder der Solvate ihrer Salze. 
3. Verbindung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass 
gleich eine Gruppe der Formel 




Oder 




10 



wobei 

gleich Wasserstoff oder Hydroxy ist, 
* die Ankniipfstelle an das Kohlenstoffatom ist. 



gleich Wasserstoff oder Metliy 1 ist, 
R^ gleich eine Gruppe der Formel 



Oder 



ist, 



,11 




r 

NH 



w 



15 



wobei 

* die Ankniipfstelle an das Stickstoffatom ist, 

gleich Wasserstoff, Amino oder Hydroxy ist, 
R^ gleich Wasserstoff, Methyl oder cine Gruppe der Formel 




ist. 
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worm 



* die Ankniipfstelle aii das Stickstoffatom ist, 
R^*^ gleich Wasserstoff oder *-{CH2)rNHR^^ ist, 



worm 



R^^ gleich Wasserstoff ist 



und 

f eine Zahl 1 , 2 oder 3 ist> 
R^^ gleich Wasserstoff ist, 
d eine Zahl 0 ist 



10 und 

e eine Zahl 1, 2 oder 3 ist, 
R'*^ gleich WasserstojRF oder Aminoethyl ist, 

R^^ gleich *H:CH2)zrOH, *-(CH2)z2-NHR^^ Hydroxycarbonyl, 
AminocarbonyU Hydroxycarbonylmethyl, Aminocarbonyl-methyl, 
1 5 *^CONI3R^^ Oder ^-CHaCONHR^^ ist, 

worin 

* die Ankniipfstelle an das Kohlenstoffatom ist, 
Zl und Z2 unabhangig voneinander eine Zahl 1, 2 oder 3 sind, 
R^^ gleich Wasserstoff oder Methyl ist 
20 und 

R^^ und R^^unabhMngig voneinander eine Gruppe der Formel 
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sind, 

worin 

5 * die Ankniipfstelle an das Stickstoffatom ist, 

R^^ gieich Wasserstoff, Amino oder Hydroxy ist, 
R^^ gieich Wasserstoff, Methyl oder Aminoethyl ist, 
R^^* gieich Wasserstoff oder Aminoethyl ist, 
oder 

10 R^ und R^^' bilden zusammen mit dem Stickstoffatom an das 

sie gebunden sind einen Piperazin-Ring, 

R^^*" und R*^^ unabhangig voneinander *-<CH2)zia-OH, 
*-(CH2)22a'NHR'*^, Hydroxycarbonyl, Aminocarbonyi, 
Hydroxyoarbonyl-methyl oder Aminocarbonylmethyl sind, 

15 worin 

* die Anknupfstelle an das Kohlenstoffatom ist, 

R*^^ gieich Wasserstoff oder Methyl ist 

und 

ZlamdZ2a unabhangig voneinander eine Zahl 1, 2 
20 oder 3 sind:, 

R'^^ und R^"*^ unabhangig voneinander Wasserstoff oder Methyl 
sind. 
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R^^^ gleich Amino oder Hydroxy istj 
ka eine Zahl 0 oder 1 ist, 

la, wa, xa und ya unabhangig voneinandetr eine Zahl 1, 2, 3 oder 4 
sind, 

5 R^^ gleich Wasserstoff oder Methyl ist, 

k gleich eine Zahi 0 oder 1 ist, 

I und w unabhangig voneinander eine Zahl 1 , 2, 3 oder 4 sind, 

""^^T'oder w unabhangig voneinander bei 1 oder w gleich 3 eine Hydroxy- 
Gruppe tragen kann, 
1 0 R^ gleich Hydroxy ist, 

R^ gleich Wasserstoff ist, 
gle ich Wasserstoff ist, 

4. Verfaliren zur Herstellung einer Verbindung der Formel (I) nach Anspruch I oder eines 
ihrer Salze, Solvate oder der Solvate ihrer Salze^ dadurch gekennzeichnet, dass 

15 [A] eine Verbindung der Formel 




worin R\ R^ R\ R^ und R^ die in Anspruch 1 angegebene Bedeutung haben und boc 
gleich ferr-Butoxycarbonyl ist, 

in einem zweistufigen Verfahren zunachst in Gegenwart von einem oder mehreren De- 
20 hydratisierungsreagenzien mit einer Verbindung der Formel 
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94" 



H2NR' 



(lU). 



worin die in Anspruch 1 angegebene Bedeutung hat, 



und anschlieBend mit einer Saure umgesetzt wird, 
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Oder 



[B] eine Verbindung der Formel 




OH 



(IV), 



10 



15 



worin R^ R^, R^ R^ und R^ die in Anspruch 1 angegebene Bedeutung haben und Z gleich 
Benzyioxycarbonyl ist, 

in einem zweistufigen Verfahren zunSchst in Gegenwart von einem oder mehreren De- 
hydratisierungsreagenzien mit einer Verbindung der Formel 



H2NR^ 



(in). 



worin R^ die in Anspruch 1 angegebene Bedeutung hat, 

und anschlieBend mit einer Saure oder durch Hydrogenolyse umgesetzt wird, 

Oder 

[C] eine Verbindung der Formel 
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(VI), 



worin R\ R^, R"^, R^ und R^ die in Anspruch 1 angegebene Bedeutung haben und Z gleich 
Benzyloxycarbonyl ist, und 

R^^ gieich Benzyl, Methyl oder Ethyl ist, 

5 in einem zweistufigen Verfahren zunachst in Gegenwart von Kaliumcyanid mit einer 

Verbindung der Formel 

H2NR^ (ffl), 

woriri die in Anspruch 1 angegebene Bedeutung hat, 

und anschiiefiend mit einer Saure oder durch Hydrogenolyse umgesetzt wird. 

10 5. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung der Formel (I) nach Anspiuch I oder eines 
ihrer Solvate, dadurch gekennzeichnet, dass ein Salz der Verbindung oder ein Sol vat eines 
Salzes der Verbindung durch Chroniatographie unter Zusatz einer Base in die Verbindung 
Oder eines ilirer Solvate iiberfiihrt wird, 

6. Verbindung nach einem der Anspruche 1 bis 3 zur Behandlung und/oder Prophylaxe von 
15 Krankheiten. 

7. Verwendung einer Verbindung nach einem der Anspruche i bis 3 zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Behandlung und/oder Prophylaxe von Kranldieiten. 

8. Verwendung einer Verbindung nach einem der Anspruche 1 bis 3 zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Behandlung und/oder Prophylaxe von bakteriellen Erkrankungen. 

20 9. Arzneimittel enthaltend mindestens eine Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 3 in 
Kombination mit mindestens einem inerten, nichttoxischen, pharmazeutiscfa geeigneten 
Hilfsstoff. 
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10. Arzneimittel nach Anspruch 9 zur Behandlung und/oder Prophylaxe von bakteriellen 
Infsktionen. 

IL Verfahren zur Bekampfung von bakteriellen Infektionen in Menschen und Tieren durch 
Verabreichung einer antibakteriell wirksamen Menge mindestens einer Verbindung nach 
5 ^ einem der Ansprtiche 1 bis 3 oder eines Arzneimittels nach Anspruch 9. 
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